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第 1 章 序論 
1-1! 真核⽣物におけるゲノム DNA 制御機構 
 ⽣物の遺伝情報は、ゲノム DNA にコードされている。ヒトでは、ゲノム DNA は約
30 億塩基対からなり、⻑さにすると約 2 m に相当する。この 2 m もの⻑さの DNA は、
⾼度に折りたたまれることで、わずか 10 µm 程度の核に収納されている。DNA が⾼度
に折りたたまれるために、DNA に様々な核内タンパク質が結合したクロマチンが形成
されている。細胞核という⼩さな空間において、クロマチンは⾼度に凝縮しているにも
かかわらず、クロマチンを中⼼とした様々な⽣命現象が起こっている。代表例として、
DNA を複製する反応、DNA を読み取り RNA を合成する転写反応、損傷を受けた DNA
を修復する反応である。このような様々な反応が正確に、適切な時期に、適切な場所に
おいて起こるためには、クロマチンは無秩序に凝縮されているわけではなく、秩序だっ
た状態で細胞核に収納されていることが考えられる。細胞核内には、ユークロマチンと、
ヘテロクロマチンと呼ばれる領域が存在していることが知られている。これらの領域は、
顕微鏡下において DNA の染⾊液である DAPI の染⾊の程度により区別され、ユークロ
マチンは細胞核内において⽐較的薄く染⾊されるクロマチンの密度が⼩さい領域であ
り、ヘテロクロマチンは⽐較的濃く染⾊されるクロマチンの密度が⼤きい領域である
（Heitz E., 1928）。ユークロマチンは、クロマチンが緩んだ形態となっており、⼀⽅で、
ヘテロクロマチンは、クロマチンは凝縮した形態となっていると考えられている。これ
までの解析から、ユークロマチンでは、転写が活発に起きている遺伝⼦領域等を含んで
おり、ヘテロクロマチンは、セントロメア領域や、テロメア領域、遺伝⼦が不活性化さ
れている領域等を含んでいることが知られている（Lamond AI., et al., 1998, Cremer T. 
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and Cremer C., 2001, Schneider R. and Grosschedl R., 2007）。このような特徴的なクロ
マチン領域が形成されることで、DNA の様々な機能制御が実現されていると考えられ
ている。このようなクロマチン領域の形成には、クロマチンの構造の基本的な構造であ
るヌクレオソームが⾮常に重要であることが明らかにされてきた。 
 
1-2! クロマチン構造とヌクレオソーム 
 ヌクレオソームは、Olins&Olins 及び Woodcock により 1973 年に発⾒された（論⽂
発表は Olins AL. and Olins DE., 1974）。1974 年に Olins&Olins のグループ、Kornberg
のグループ, Kornberg 及び Thomas らのグループよりヌクレオソームがクロマチンの
基本単位であることが提唱された（Korgberg RD., 1974, Korgberg RD. and Thomas JO, 
1974, Olins AL. and Olins DE., 1974）。1997 年に、Richmond らのグループにより、X
線結晶構造解析により、ヌクレオソームの原⼦分解能の⽴体構造が決定された（Luger 
K., et al., 1997）。ヌクレオソームは、4 種類のヒストンタンパク質 H2A、H2B、H3、
H4 を⼆分⼦ずつ含む円盤状構造のヒストン⼋量体に、約 150 塩基対程度の DNA が左
巻きに巻きついた直径 11 nm の円盤状の構造体である（図 1A）。ヒストンタンパク質
は、アルギニン、リジンなどの塩基性のアミノ酸を多く含んであり、これらのアミノ酸
が DNA と相互作⽤することで、DNA を⾼度に折り曲げている。ヒストンタンパク質
は、ヒストンフォールドと呼ばれるα-ヘリックスが連なる特徴的なモチーフを有して
おり、さらに、それぞれのヒストンはヒストンフォールドドメインに追加される形で
様々な領域を有している（図 1B）。どのヒストンも共通して、構造を持つコア領域と特
定の構造を持たないテール領域から構成される。4 種類のヒストンタンパク質は、それ
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ぞれ特異的な組み合わせで結合する。⼀分⼦の H3 及び⼀分⼦の H4 が結合しヘテロ⼆
量体を形成し、ヘテロ⼆量体が H3 の C 末端α-ヘリックスにより会合しホモ四量体を
形成する。また、⼀分⼦の H2A と⼀分⼦の H2B が結合し、ヘテロ⼆量体構造を形成す
る。さらに、H3-H4 四量体に、⼆分⼦の H2A-H2B ⼆量体及び DNA が結合し、ヌク
レオソームが形成される。ヌクレオソームは、このように階層的に形成されると考えら
れている（Venkatesh S. and Workman JL., 2015）（図 1C）。 
 クロマチンは、ヌクレオソームが数珠状に連なった構造体である。クロマチンの構造
変化と、DNA の機能制御には密接な関係がある。緩んだクロマチン構造においては、
DNA の機能発現は促進されていると考えられているが、⼀⽅で凝縮したクロマチンで
は DNA 結合タンパク質の結合部位が埋もれており、DNA への結合が阻害され、DNA
の機能発現は抑制されると考えられている（Luger K., et al., 2012）。このようなクロマ
チンの構造変化は、エピジェネティックマークと呼ばれる、ヒストン翻訳後修飾、ヒス
トンバリアント、ヌクレオソーム結合因⼦（リンカーヒストン等）などにより誘起され
ると考えられている。このような様々な因⼦群により、ヌクレオソームとヌクレオソー
ムの相互作⽤や、DNA とヒストンの相互作⽤、及びヒストンとヒストンの相互作⽤、
そして、ヌクレオソームの結合因⼦等が変化し、結果として、⾮常に多様な特徴を持つ
ヌクレオソームが形成される。これらのヌクレオソーム多様性によって、クロマチンの
構造変化が誘起され、そして DNA の機能が制御されていると考えられている（Luger 
K., et al., 2012, Venkatesh S. and Workman JL., 2015）（図 2）。 
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図 1. ヌクレオソームの構造。 
（A）ヒトのヌクレオソームの結晶構造（PDB code：3AFA）。（B）ヒストンタンパク
質の⼀次構造。ヒストンは、ヒストンフォールドドメインの他にそれぞれ独⾃のドメイ
ンを有している。ヌクレオソームコアより⾶び出ている天然変性領域はテールと呼ばれ
ている。（C）ヌクレオソームの階層的構成。H3-H4 ⼆量体がホモ⼆量体を形成した後
に⼆分⼦の H2A-H2B ⼆量体が及び DNA が結合し、ヌクレオソーム構造となる。ヌク
レオソームは、このように階層的に形成されている。 
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図 2. クロマチンの構造変化と DNA の機能制御。 
クロマチンの構造変化により、核内タンパク質による DNA への結合に変化が⽣じ、結
果として転写、DNA 修復、DNA 複製などの DNA の機能が制御されていると考えられ
ている。  
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1-3 ヒストン翻訳後修飾 
 ヒストン翻訳後修飾は、ヒストンタンパク質に付加されるメチル化、アセチル化など
の化学修飾である（Allfrey VG., 1964, Bannister AJ., Kouzarides T., 2011, Strahl BD., 
Allis CD., 2000）。近年の質量分析、次世代シークエンサー、そして、ヒストン修飾を認
識する抗体の開発の進展により、ヒストン修飾に関する研究が急速に進んでいる。メチ
ル化、アセチル化、リン酸化をはじめとして、多様なヒストン修飾が発⾒されており、
今後も新たな修飾が発⾒される可能性が考えられる（Lawrence M., 2016）。これらの修
飾の付加反応は、化学修飾の種類及びヒストンの修飾部位ごとに異なる酵素群が担って
いることが報告されている（Strahl BD. and Allis CD., 2000, Rojas JR., 1999）。ヒスト
ン修飾には、⼆つの機能が存在すると考えられている（Bannister AJ. and Kouzarides T., 
2011）。⼀つ⽬は、ヒストン修飾が付加されることで、ヌクレオソームの構造が変化す
ることである。その例として、ヒストン H3 の 122 番⽬のリジンがアセチル化されたヒ
ストンは、プロモーターやエンハンサーに存在し、これらの修飾はヌクレオソームを不
安定化させることが報告されている（Tropberger P., et al., 2013, Suzuki Y., et al., 2016）。
⼆つ⽬の機能として、ヒストン修飾を認識するタンパク質群を呼び込む機能である。重
要な例として、HP1 がヒストン H3 の 9 番⽬のトリメチル化リジンを認識してヌクレ
オソームに結合し、ヘテロクロマチン構造が形成されることが考えられている
（Nakayama J., et al., 2001, Bannister AJ., et al., 2001）。また、酵⺟においては、アセチ
ル化酵素複合体 SAGA が H3 の 4 番⽬のトリメチル化リジンを認識し、ヌクレオソー
ム中のヒストンをアセチル化することで転写反応が促進されることが明らかにされて
いる（Bian C., et al., 2011）。これらの修飾を認識するタンパク質群についても、修飾が
 12 
付加されている残基だけでなく、周辺のアミノ酸を認識していることが明らかにされて
いる（Strahl BD. and Allis CD., 2000, Jacobs SA., et al., 2002, Nielsen PR., et al., 2002, 
Bannister AJ. and Kouzarides T., 2011）。ヒストンバリアントは、主要型ヒストンとは
アミノ酸配列が異なるため、修飾酵素や、認識タンパク質群の結合に変化が⽣じており、
バリアントと修飾には特異的な組み合わせがあることが明らかにされている（Rogakou 
EP., et al., 1998, Wen H., et al., 2014, Szenker E., et al., 2011）。このような組み合わせ
を考慮すると、⾮常に多様なヒストン修飾が存在し、この多様性がクロマチンの機能制
御を担っていると考えられる。 
 
1-4! ヒストンバリアント 
 ヒストンには、主要型の他にヒストンバリアントと呼ばれる、主要型とはアミノ酸配
列が異なるものの、主要型のヒストンと置きかわり、ヌクレオソームに取り込まれるタ
ンパク質が存在している（Franklin SG. and Zweidler A., 1977）。ヒトにおいてはこれま
でに、4 種類のヒストンの中でも、H2A、H2B、H3 においてヒストンバリアントが発
⾒されている。特に研究が進んでいる H2A 及び H3 のヒストンバリアントを表に⽰す
（表 1）。それぞれのバリアントは、特徴的なクロマチン領域に存在しており、そして
特異的な機能があると考えられている（Talbert PB. and Henikoff S., 2017）。ヒストン
バリアントをクロマチンに取り込ませる、もしくは取り外す因⼦として、ヒストンシャ
ペロンが存在する。それぞれのバリアントには、対応するヒストンシャペロンが存在し、
ヒストンシャペロンがバリアントを特定の領域に運び込むことが明らかにされている
（Hammond CM., et al., 2017, Buschbeck M. and Hake SB., 2017）。ヒストンバリアン
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トは、特定の領域に運び込まれた後に、ヌクレオソームの構造を変化させ、また、バリ
アントを認識するタンパク質群を呼び込む機能を持つと考えられている（Buschbeck M. 
and Hake SB., 2017, Kurumizaka H., et al., 2013）。 
 ヒトの H2A のバリアントとして、H2A.Z、H2A.X、macroH2A、H2A.B が知られて
いる（Iouzalen N., et al., 1996, Eirín-López JM., et al., 2009, Chadwick BP. and Willard 
HF., 2001, Pehrson JR. and Fried VA., 1992, Bönisch C. and Hake SB., 2012）。 
 H2A.Z は、⾼度に保存されているバリアントであり、酵⺟のような単細胞⽣物から
ヒトに⾄る⾼等真核⽣物において保存されている（Talbert PB. and Henikoff S., 2010, 
Malik HS. and Henikoff S., 2003）。H2A.Z は、転写開始点周辺や、ペリセントロメリッ
クヘテロクロマチン等に存在していることが報告されている（Bönisch C. and Hake SB., 
2012）。活発に転写されている転写開始点周辺に局在していることから、転写の開始に
おいて重要な機能をもつと考えられている（Bönisch C. and Hake SB., 2012）。また、
H2A.Z は DNA 損傷部位に局在していることが明らかにされており、DNA 修復におい
ても重要であると考えられている（Bönisch C. and Hake SB., 2012）。 
 H2A.B は、哺乳類特異的なヒストンバリアントであり、不活性化 X 染⾊体に存在し
ないことから、H2A.Bbd（Barr-body deficient）とも呼ばれる（Chadwick BP. and Willard 
HF., 2001）。H2A.B は、エキソンとイントロンの境や、DNA 損傷部位に局在している
ことが報告されている（Tolstorukov MY., et al., 2012, Arimura Y., et al., 2013）。H2A.B
を含むヌクレオソームでは、主要型の H2A を含むヌクレオソームとは巻きついている
DNA の⻑さが異なっており、120 塩基対程度の DNA を巻きつけていることが報告さ
れている（Bao Y., et al., 2004, Doyen CM., et al., 2006）。 
 ヒストン H3 には、主要型の H3.1 及び H3.2 をはじめとして、H3.3、H3T、H3.5、
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H3.6、H3.7、H3.8、H3.X、H3.Y 及び CENP-A のバリアントが存在していることがこ
れまでに報告されている（Albig W., et al., 1996, Witt O., et al., 1996, Brush D., et al., 
1985, Palmer DK., et al., 1987, Schenk R., et al., 2011, Wiedemann SM., et al., 2010, 
Taguchi H., et al., 2017）。H3.1 及び、H3.2 は、複製依存的にクロマチンに取り込まれ
ることが知られており、ヒストンシャペロン CAF1 などが取り込みを⾏っていること
が明らかにされている（Tagami H., et al., 2004）。 
 H3.3 は、酵⺟からヒトまで⾼度に保存されているバリアントであり、複製⾮依存的
にクロマチンに取り込まれることが知られている（Szenker E., et al., 2011）。H3.3 は、
活発に転写が⾏なわれている領域や、ヘテロクロマチン領域に存在しており、転写の活
性化や、ヘテロクロマチン形成に重要な役割を果たしていると考えられている（Ahmad 
K. and Henikoff S., 2002, Szenker E., et al., 2011, Goldberg AD., et al., 2010）。特に、転
写開始点周辺では、⼀分⼦のヌクレオソームの内に、H2A.Z との組み合わせの⼆種類
のバリアントを含む、転写開始点特異的なヌクレオソームが形成されていることが報告
されており、転写の開始に関与している可能性が考えられている（Jin C., et al., 2009）。
H3.3 のヒストンシャペロンとして、ヒストンシャペロン DAXX 及び HIRA が知られて
いる（Tagami H., et al, 2004, Goldberg AD., 2010, Drané P., et al., 2010）。DAXX は、
H3.3-H4 ⼆量体と結合し、主要型の H3.1 と⽐較して H3.3 特異的アミノ酸である A87、
I89、G90 を特異的に認識していることが明らかにされている（Elsässer SJ., et al., 2012）。
DAXX は、クロマチンリモデリング因⼦ ATRX と複合体となり H3.3 をヘテロクロマ
チンや、テロメア領域に運び込むことが知られている（Goldberg AD., 2010）。HIRA は、
サブユニットである ubnuclein1 が H3.3 に結合し、DAXX と同様に A87、I89、G90 を
認識することが明らかにされている（Ricketts MD., et al., 2015）。HIRA は、H3.3 を遺
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伝⼦領域や、DNA 損傷部位に運び込むことが知られている（Ray-Gallet D., et al., 2011, 
Goldberg AD., 2010）。 
 CENP-A は、セントロメアに局在するヒストンバリアントである。セントロメアにお
いて、CENP-A を含むヌクレオソームを⾜場として、様々なセントロメア形成因⼦群が
集積することが明らかにされている（McKinley KL. and Cheeseman IM., 2016）。CENP-
A を含むヌクレオソームは、DNA 末端の運動性が⼤きいことが報告されており、DNA
末端の運動性が正常な染⾊体分配に重要であると考えられている（Tachiwana H., et al., 
2011, Roulland Y., et al., 2016）。 
 これらの知⾒から、ヒストンバリアントは特定のクロマチン領域に取り込まれ、その
領域で機能を発揮していると考えられる。しかしながら、それぞれのヒストンバリアン
トのクロマチンにおける機能、そして、DNA の機能発現との関係については未だ解明
されていない点が多い。 
 
1-5 ヒストン H3.X 及び H3.Y 
 本研究において扱う H3.Y は、2010 年に Hake らのグループより発⾒された、霊⻑類
特異的なヒストンバリアントである（Widemann SM., et al., 2010）。H3.Y は、H3.X と
ともに発⾒され、これらのバリアントは、H3.3 を認識するヒストンシャペロン DAXX
や、HIRA の認識モチーフである A87、I89、G90 が保存されていることから、H3.3 の
派⽣バリアントであると考えられている（Widemann SM., et al., 2010, Szenker E., et al., 
2011）（図 3）。mRNA の発現解析から、H3.X または H3.Y は、正常組織では脳や精巣、
がん組織では乳がん、肺がん、卵巣がんにおいて発現が確認されている（Widemann SM., 
et al., 2010）。さらに、免疫染⾊による解析から、胎児の脳の海⾺の⼀部の神経細胞で
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の発現が認められ、組織特異的発現をしている可能性が⽰唆されている。しかし、H3.X
については、培養細胞においてはタンパク質レベルでの発現は確認されていない。H3.Y
については、U2OS 細胞において発現しており、飢餓状態及び⾼密度培養により発現が
5~6 倍程度増加することが⽰されていることから、特定の外部刺激に応答して発現する
可能性が考えられている。重要な知⾒として、H3.Y は、ユークロマチン領域に存在す
ることが明らかにされており、また、H3.Y のノックダウンにより多くの遺伝⼦の発現
レベルが低下することから、転写の活性化に関与していることが⽰唆されている
（Widemann SM., et al., 2010）。さらに、H3.Y は、⽣体内においてヒストン H3.3 との
組み合わせにおいて、ヌクレオソーム中に⼀分⼦の H3.3 及び⼀分⼦の H3.Y を含むヘ
テロヌクレオソーム形成している可能性が⽰唆されている（Widemann SM., et al., 
2010）。最近、H3.Y の相互作⽤因⼦についての研究が発表され、H3.Y は、ヒストンシ
ャペロン DAXX に結合しないことが明らかにされ、HIRA 依存的にクロマチンに取り
込まれることが⽰唆されている（Zink LM., et al., 2017）。さらに、ヘテロクロマチンの
構成因⼦である HP1αや、SUV39H1 と共局在せず、転写の活性化に関与すると考えら
れているヒストンシャペロン FACT と共局在することが明らかにされている（Zink LM., 
et al., 2017）。これらの解析から、H3.Y は、ユークロマチンに存在し、遺伝⼦の転写を
促進していると考えられるが、H3.Y を含むヌクレオソームの構造及びクロマチンの制
御についての機能は明らかになっていない。 
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表 1. ヒストンバリアントの種類とゲノム上での局在 
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図 3 . H3.1、H3.3、H3.Y のアミノ酸配列アライメント。 
H3.Y 特異的なアミノ酸を⽔⾊、H3.3 及び H3.Y に保存されているアミノ酸を橙⾊で⽰
した。 
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1-6 リンカーヒストン 
 リンカーヒストンは、ヌクレオソームに結合し、クロマチンを⾼度に凝縮させるタ
ンパク質である。H1 は、リジン、アルギニンを多く持つ塩基性のタンパク質であり、
構造を持つグロビュラー領域と、N 末端及び、C 末端に構造を持たないテール領域を
持つ。H1 とヌクレオソームの複合体はクロマトソームと呼ばれ、これまでにクロマト
ソームの結晶構造及びクライオ電⼦顕微鏡による構造が明らかにされている（Bednar 
J., e al., 2017, Zhou BR., et al., 2015, Song F., et al., 2014）。結晶構造からリンカーヒス
トンは、ヌクレオソームのダイアド DNA 領域と、ヌクレオソームより突き出ている
リンカーDNA 領域に結合することが明らかになっている（図 4）。H1 は、DNA の⼊
り⼝と出⼝にあたる部分に結合することで、DNA を安定化させていると考えられてい
る。ヒストンシャペロンとして、Nap1 及び SET（TAFI）が報告されており、これら
の因⼦をはじめとして、様々な因⼦が H1 の取り込み、取り外しに関与していること
が報告されている（Saeki H., et al., 2005, Shintomi K., et al., 2005, Kato K., et al., 
2011, Iwafuchi-Doi M., et al., 2016）。 
 H1 の機能として、ヌクレオソーム DNA を安定化させるだけでなく、リンカー
DNA 領域を覆っていることから、⼀般に、様々な DNA 結合タンパク質群の DNA へ
の結合を阻害すると考えられている。これまでに、試験管内における実験から、H1 が
クロマチンから取り除かれることで相同組換えが活性化されるという報告や、転写が
活性化されるという報告がなされている（Machida S., et al., 2014、Zhang Q., et al., 
2015）。また、⽣体内では、遺伝⼦の転写が活性化されるタイミングで、H1 が転写開
始点近傍から解離するという報告や、活発に転写されている遺伝⼦では、H1 が転写開
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始点近傍に少ない傾向があることが報告されている（Kadota S. and Nagata K., 2014, 
Iwafuchi-Doi M., et al., 2016、Izzo A., et al, 2013, Vicent GP., et al., 2011）。これらの
知⾒から、H1 はヌクレオソームに結合することで、様々な因⼦の DNA への結合を制
御しており、結果として DNA の機能発現を調節していると考えられる。 
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図 4. リンカーヒストン H1 とクロマトソーム。 
（A）リンカーヒストン H1 の⼀次構造及びグロビュラードメインの⽴体構造。グロビ
ュラードメインは、PDB code：5LN0 を元に作図した。（B）クロマトソーム（H1-ヌク
レオソーム複合体）の⽴体構造（5LN0）。H1 の結合部位を点線で⽰した。H1 は、ヌク
レオソームの DNA の⼊り⼝及び出⼝から伸びるリンカーDNA 及び、ヌクレオソーム
のダイアドに結合する。  
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1-7 ヌクレオソーム構造変化と DNA 機能発現 
 ヌクレオソームでは、ヒストンが DNA に結合しているため、様々な DNA 結合タン
パク質のヌクレオソーム DNA への結合が抑制されると考えられている。そのため、ヌ
クレオソームは、DNA を凝縮させるために重要な⼀⽅で、結果として、DNA 修復、複
製、転写等の DNA の機能発現に対して阻害的に働くと考えられてきた。⽣体内におい
て DNA の機能発現が適切に実現するために、ヌクレオソーム構造は構造変化している
と考えられ、実際にこれまでに、ヌクレオソーム構造は⾮常に動的に構造変化すること
が明らかにされてきた（Zlatanova J., et al., 2009, Li G. and Widom J. 2004）。その中で
も、DNA 結合タンパク質のヌクレオソーム DNA へのアクセシビリティを変化させる
構造変化として、”breathing”及び、”opening”が知られている。breathing は、ヌクレオ
ソームの DNA の末端のみが⼀過的に短い範囲で解離する現象であり、opening は、ヌ
クレオソームから DNA が⻑い範囲で解離する現象である（図 5）（Zlatanova J., et al., 
2009, Li G. and Widom J. 2004）。このようなヌクレオソームの⼀過的な構造変化が、結
果として様々な DNA 結合因⼦群のヌクレオソーム DNA への結合を可能にしていると
考えられている。このようなヌクレオソームの構造変化を制御する因⼦として、ヒスト
ンタンパク質の数が異なるサブヌクレオソームと呼ばれる構造体や、ヒストンバリアン
ト、ヒストン翻訳後修飾、ヒストンシャペロン、リンカーヒストンなどが考えられてい
る。サブヌクレオソームは、H3-H4 四量体からなるテトラソームをはじめとして、ヌ
クレオソームから H2A-H2B が⼀分⼦⽋落しているヘキサソーム等が知られている。ヘ
キサソームについては特に研究が進んでおり、ヌクレオソームから H2A-H2B ⼆量体
が解離すると、H2A-H2B ⼆量体によって安定化されていた DNA の運動性が⼤きく向
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上し、DNA の opening が起こることが報告されており、様々な DNA 結合タンパク質
の結合が促進されると考えられている（Arimura Y., et al., 2012）。近年の研究から、こ
のようなサブヌクレオソームは、転写開始点周辺に形成されていることが明らかにされ、
遺伝⼦の発現制御に重要であることが考えられている（Rhee HS., et al., 2014, Cole HA., 
et al., 2014）これまでに、このような H2A-H2B ⼆量体の解離は、ヒストンシャペロン
である Nap1 や、FACT により触媒されていることが明らかにされており、これらの因
⼦が転写において重要な機能をもつと考えられている（Levchenko V., et al., 2005, 
Belotserkovskaya R., et al., 2003, Venkatesh S. and Workman JL., 2015）。また、ヒスト
ンバリアントの中でも、H2A.B や、CENP-A を含むヌクレオソームは、ヌクレオソー
ムの DNA 末端の運動性が⾼いことが報告されており、DNA の breathing が起きやす
いと考えられている（Conde e Silva N., et al., 2007, Tachiwana H., et al., 2011, Arimura 
Y., et al., 2014, Bao Y., et al., 2004, Doyen CM., et al., 2006）。このようなバリアントを
含むヌクレオソームにおいては、⾼い DNA 末端の運動性のために、リンカーヒストン
H1 の結合が抑制されており、その結果として、様々な DNA 結合タンパク質がヌクレ
オソーム DNA にアクセスできるようになると考えられている（Shukla MS., et al., 2011, 
Roulland Y., et al., 2016）。ヒストン翻訳後修飾においても、H3 の 56 番⽬のアセチル
化は、ヌクレオソームの DNA 末端の運動性を増⼤させ、H1 の結合を抑制することで
転写因⼦の結合を促進することが報告されている（Bernier M., et al., 2015）。これらの
⼀連の知⾒は、様々な要因によりヌクレオソームにおける DNA へのアクセシビリティ
が制御されており、このような制御機構が⽣体内における様々な機能発現に重要である
ことを⽰している。 
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図 5. ヌクレオソームの breathing 及び opening。 
breathing 及び opening は、ヌクレオソーム中の DNA と、ヒストンとの相互作⽤が⼀
過的に崩壊することで⽣じると考えられている。短い範囲での DNA の解離は breathing、
⻑い範囲での解離は opening を⽰している（Zlatanova J., et al., 2009）。 
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1-8 本研究について 
 真核⽣物のクロマチン構造の基本単位は、ヌクレオソームであり、ヌクレオソームは、
様々な DNA の機能発現を規定している。細胞核内において、H2B は、動的に移動する
⼀⽅で、H3 はクロマチンに安定に留まることが報告されている（Kimura H. and Cook 
PR., 2001）このことは、H2A-H2B は、⽐較的短い期間においてクロマチン構造を制御
し、DNA の機能発現に関与するのに対して、H3-H4 は、クロマチンの構造を⻑期的に
規定する因⼦であることを⽰唆している。霊⻑類特異的ヒストン H3 バリアントである
H3.Y は、そのアミノ酸配列の相同性から、H3.3 より派⽣したバリアントと考えられて
いる。H3.Y は、組織特異的な発現パターンを⽰し、そして、がん組織においても発現
していること明らかにされている（Widemann SM., et al., 2010）。さらに、H3.Y は、ユ
ークロマチンに存在し、転写の活性化に関与することが⽰唆されている（Widemann 
SM., et al., 2010）。これらの知⾒から、H3.Y は霊⻑類において、特定の組織への分化及
びがん化におけるクロマチン構造を規定し、遺伝⼦の発現制御に関与していると考えら
れる。しかしながら、H3.Y によるクロマチン構造制御機構は明らかではない。 
 本研究では、クロマチン構造制御における H3.Y の機能を明らかにすることを⽬的と
した。そのために、H3.Y の精製系を確⽴し、試験官内において H3.Y を含むヌクレオ
ソームの再構成を⾏った。H3.Y を含むヌクレオソームの構造的特徴を明らかにするた
め、再構成したヌクレオソームの⽴体構造を決定した。⽴体構造に基づき、H3.Y を含
むヌクレオソームの構造⽣物的及び⽣化学的性質の解析を⾏った。その結果、H3.Y を
含むヌクレオソームは、クロマチン上に安定的に形成されること、DNA 末端の運動性
が⼤きく、リンカーヒストン H1 の結合効率が低く、緩んだクロマチンを形成すること
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が明らかになった。さらに、⽣細胞内において H3.Y は⼤部分が H3.3 との組み合わせ
のヘテロヌクレオソームを形成していることが⽰唆されているため、ヘテロヌクレオソ
ームの再構成及び機能解析を⾏った。その結果、ヘテロヌクレオソームにおいても DNA
末端の運動性と、H1 の結合を抑制する性質が保存されているが明らかになった。これ
らの結果から、遺伝⼦発現における H3.Y のクロマチン上での機能について議論した。 
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第 2 章 実験⽅法 
2-1 リコンビナントタンパク質の精製 
 本研究では、H3.Y を含むヌクレオソームの再構成を⾏い、⽣化学的、構造⽣物学的
性質についての解析を⾏った。ヌクレオソームを再構成するために、ヒトヒストンタン
パク質をリコンビナントタンパク質として精製した。ヒトヒストンタンパク質 H2A、
H2B、H4、H3.3、H3.Y、及び H3.Y の変異体の精製は、先⾏研究（Tachiwana H., et al., 
2010）を参考に⾏った。まず、それぞれのヒストンタンパク質をコードする DNA 断⽚
を⼤腸菌における発現ベクターに挿⼊した。本コンストラクトにおいて、ヒストンタン
パク質は、N 末端にヘキサヒスチジンタグ（His6 タグ）が付加されたタンパク質として
産⽣される。また、His6 タグとヒストンタンパク質の間には、スロンビン認識配列（L-
V-P-R-G-S）が挿⼊されており、スロンビンによって His6 タグの切除が可能である。
His6 タグを切断した後には、ヒストンタンパク質の N 末端に 4 アミノ酸（G-S-H-M）
が残る。このようにデザインされたそれぞれのヒストンタンパク質を含むプラスミドを
⽤いて、⼤腸菌を形質転換した。H2A, H2B, H3.3 及び H3.Y については BL21（DE3）
を、H4 については、JM109（DE3）を形質転換し、アンピシリン（100 µg/mL）を含
む LB 寒天プレートにて 37℃にて⼀晩培養した。プレート上に形成されたコロニーを
LB 培地へ移し、37℃にて⼀晩振盪培養を⾏った。培養後の⼤腸菌を遠⼼により集菌し、
溶解 buffer（50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 500 mM NaCl, 1 mM PMSF, 5% glycerol）にて
懸濁後、超⾳波破砕を⾏った。破砕後のライセートを遠⼼分離し、上清画分を捨て、沈
殿画分を buffer 1 にて再懸濁を⾏った。超⾳波破砕及び遠⼼分離を 2 回⾏った後に、沈
殿画分を変性 buffer（50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 500 mM NaCl, 7 M guanidine-HCl, 5% 
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glycerol）にて懸濁し、超⾳波破砕の後、4℃にて⼀晩ローテートし、沈殿画分を変性し
た。変性後のサンプルを遠⼼分離し、上清画分を Ni-NTA アガロースビーズ（Qiagen）
と混合し、1 時間 4℃にてローテートした。遠⼼分離によりビーズを回収した後、ビー
ズをエコノカラム（Bio-Rad）に詰めた。ビーズを Ni カラム⽤洗浄 buffer（50 mM Tris-
HCl, pH 8.0, 500 mM NaCl, 6 M urea, 5% glycerol, 5 mM imidazole）にて洗浄した後、
Ni カラム⽤洗浄 buffer 及び Ni カラム⽤溶出 buffer（50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 500 mM 
NaCl, 6 M urea, 5% glycerol, 500 mM imidazole）を⽤いて、imidazole 濃度を 5 mM か
ら 500 mM までの直線勾配にて変化させ、His6 タグ融合ヒストンタンパク質を溶出し
た 。 溶 出 後 の タ ン パ ク 質 を 、 透 析 buffer （ 10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 2 mM 2-
mercaptoethanol）に 4℃にて⼀晩透析した。透析後のサンプルにスロンビンを加え、
His6 タグの切除を⾏った後に、陽イオン交換カラム Mono S に吸着させた。Mono S カ
ラムを MonoS カラム⽤洗浄 buffer（20 mM NaOAc, pH 5.2, 200 mM NaCl, 6 M urea, 
5 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM EDTA）にて洗浄した後、MonoS カラム⽤洗浄 buffer
及び MonoS カラム⽤溶出 buffer （20 mM NaOAc, pH 5.2, 200 mM NaCl, 6 M urea, 5 
mM 2-mercaptoethanol, 1 mM EDTA）を⽤いて、NaCl の濃度を 200 mM から 900 mM
へ直線勾配にて変化させ、ヒストンタンパク質を溶出した。溶出後のサンプルを 2 mM 
mercaptoethanol を含む⽔へ透析し、⼗分に溶媒の脱塩を⾏った後に、凍結乾燥を⾏っ
た。精製されたヒストンのパウダーを 4℃にて保存した。 
 ⽣体内において、H3.Y は H3.3 との組み合わせのヘテロヌクレオソームを形成して
いることが報告されている（Widemann SM., et al., 2010）。そこで、H3.3 及び H3.Y を
⼀分⼦ずつ含むヘテロヌクレオソームを再構成するために、His6-SUMO タグ融合 H3.3
（His6-SUMO-H3.3）を精製した。His6-SUMO-H3.3 をコードする DNA 断⽚を NdeI
 29 
及び BamHI サイトを⽤いて⼤腸菌における発現ベクターに挿⼊した。本コンストラク
トにおいて、H3.3 には、N 末端に His6-SUMO タグが付加されている。His6-SUMO と
H3.3 の間には、プレシジョン認識配列（L-E-V-L-F-Q）を挿⼊しており、プレシジョ
ンにより切断が可能となっている。切断後には、H3.3 の N 末端に、（G-P-G-H-M）が
残る。本プラスミドを⽤いて、BL21（DE3）株にて His6-SUMO-H3.3 を発現させた。
His6-SUMO-H3.3 の精製は、先⾏研究（Arimura Y., et al., 2014）に従って⾏った。 
 リンカーヒストン H1 は、クロマチンを凝縮させることが知られている。H3.Y を含
むヌクレオソームに対する H1 の結合効率を評価するため、H1 の精製を⾏った。ヒト
リンカーヒストン H1.2 について、H1.2 をコードする DNA をプラスミドに挿⼊した。
本コンストラクトにおいて、リンカーヒストン H1.2 は、C 末端に SUMO-His6 タグが
付加されたタンパク質として産⽣される。H1.2 と SUMO-His6 の間には、プレシジョ
ン認識配列（L-E-V-L-F-Q）が挿⼊されており、プレシジョンプロテアーゼによりタグ
の切断が可能である。タグの切断後には、C 末端に（L-E-V-L-F-Q）が残る。本プラス
ミドを⽤いて、BL21（DE3）codon plus RIL 株を形質転換させ、H1.2-SUMO-His6 を
産⽣させた。精製は、先⾏研究（Machida S., et al., 2014）に従って⾏った。 
 ヌクレオソームに適切に H1 を結合させるヒストンシャペロンとして Nap1 が知られ
ている（Saeki H., et al., 2005, Shintomi K., et al., 2005）。H3.Y を含むヌクレオソーム
に対する H1 の結合効率の評価試験を⾏うために、Nap1 の精製を⾏った。ヒト Nap1
については、NdeI 及び BamHI サイトを⽤いて、⼤腸菌における発現ベクターに挿⼊
した。本コンストラクトにおいて、Nap1 は、N 末端に His6 タグが付加されたタンパク
質として産⽣される。His6 タグと Nap1 の間には、プレシジョン認識配列を挿⼊してお
り、プレシジョンによりタグの切断が可能である。本プラスミドを⽤いて、⼤腸菌
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Rosseta-gami B（DE3）株にて、IPTG を⽤いて His6-Nap1 を発現させた。精製は、先
⾏研究（Tachiwana H., et al., 2008）に従って⾏った。 
 
2-2 ヌクレオソーム及びテトラソームの再構成 
 H3.Y を含むヌクレオソームの機能解析を⾏うため、ヌクレオソームの再構成を⾏っ
た。再構成には、146 塩基対のα-satellite DNA 断⽚（Luger K., et al., 1997）及び、193 
塩基対の 601 配列の DNA 断⽚（Lowary PT. and Widom J., 1998, Arimura Y., et al., 
2012）を⽤いた。これらの DNA は、ヒストン⼋量体に効率よく巻き付き、ヌクレオソ
ームを形成しやすいことが知られている（Luger K., et al., 1997, Lowary PT. and Widom 
J., 1998）。これらの DNA の精製は、それぞれ（Dyer PN., et al., 2004, Arimura Y., et al., 
2012）に従って⾏った。ヌクレオソームの再構成では、まず、H2A、H2B、H3 及び H4
のパウターを等モル⽐分量り取り、ヒストン溶解 buffer（20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 7 M 
guanidine-HCl, 20 mM 2-mercaptoethanol）に溶解させた。溶液を 4℃にて 1.5 時間緩
やかに混合した後、2 M NaCl を含む巻き戻し buffer（10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 2 M 
NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM 2-mercaptoethanol）に 4 回透析を⾏った。ヒストン⼋量体
をゲル濾過カラムクロマトグラフィーSuperdex 200 にて精製し、-80℃にて保存した。
H3.Y を含むヌクレオソームの再構成は、ヒストン⼋量体と、146 塩基対 または 193 
塩基対の DNA を混合し、塩透析法によって⾏った。H3.3 及び、H3.Y の変異体を含む
ヌクレオソーム再構成も同様の⽅法によって⾏った。再構成されたヌクレオソームを、
分取⽤電気泳動装置 Prep Cell を使⽤し、⾮変性 6%アクリルアミドゲルを⽤いて精製
した。 
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 次に、テトラソームの構造安定性を解析するために、テトラソームの再構成を⾏った。
まず、H3 と H4 のパウダーを等モル⽐分量り取り、ヒストン溶解 buffer に溶解させた。
4℃にて 1.5 時間緩やかに混合した後、2 M NaCl を含む巻き戻し buffer に透析し、そ
の後 NaCl の濃度を 1 M、0.5 M、0.1 M と段階的に低下させた。再構成された H3-H4
複合体を、ゲル濾過カラムクロマトグラフィーSuperdex 200 を⽤いて精製した。テト
ラソームの再構成は、精製した H3-H4 複合体と、146 塩基対の DNA を混合し、塩透
析法により⾏った。再構成されたテトラソームは、DNA 上において様々なポジショニ
ングとなっているため、安定にテトラソームを形成するポジショニングに再配置するた
めに、55℃にて 2 時間熱処理を⾏った。その後、分取⽤電気泳動装置 Prep Cell を使⽤
し、⾮変性 6%アクリルアミドゲルを⽤いて電気泳動により精製を⾏った。 
 H3.Y 及び H3.3 を含むヘテロヌクレオソームの再構成は、（Arimura Y., et al., 2014）
を参考に⾏った。まず、H2A、H2B、His6-SUMO-H3.3、H3.Y 及び H4 を混合し、上
述の様にヒストン⼋量体を再構成及び、精製した。精製後のサンプルには、H3.Y を⼆
分⼦含むヒストン⼋量体、⼀分⼦の H3.Y 及び⼀分⼦の His6-SUMO-H3.3 を含むヒス
トン⼋量体、及び His6-SUMO-H3.3 を⼆分⼦含むヒストン⼋量体が含まれる。3 種類
のヒストン⼋量体を含むサンプルと、146 塩基対または 193 塩基対の DNA を混合し、
塩透析法によって、ヌクレオソームを再構成した。再構成されたヌクレオソームを分取
⽤電気泳動装置 Prep Cell を使⽤し、⾮変性 6%アクリルアミドゲルを⽤いて電気泳動
により精製を⾏い、H3.Y 及び His6-SUMO-H3.3 を含むヘテロヌクレオソームのみを精
製した。精製後、プレシジョンプロテアーゼにより、His6-SUMO-H3.3 中の His6-SUMO
タグを切断し、H3.Y/H3.3 ヘテロヌクレオソームを再度⾮変性ゲルを⽤いて電気泳動
により精製した。 
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2-3 H3.Y を含むヌクレオソームの結晶化及び構造決定 
 H3.Y を含むヌクレオソームの⽴体構造を決定するために、X 線結晶構造解析を⾏っ
た。結晶化を⾏うために、精製した H3.Y を含むヌクレオソームを 2.5 mg/mL となる
ように濃縮を⾏った。H3.Y ヌクレオソームと、レザーバー液（100 mM NaOAc（pH4.6）, 
140 mM MnCl2, 12% 2-propanol, 6% trimethylamine N-oxide dihydrate）を等液量ずつ
混合し、ハンギングドロップ蒸気拡散法にて結晶化を⾏い、20℃にて静置した。得られ
た結晶を、4℃にてクライオプロテクタント液（（100 mM NaOAc（pH4.6）, 140 mM 
MnCl2, 30% PEG400, 2% trehalose）に移し、140 K の N2 ガスを⽤いて瞬時に凍結し
た。 
 H3.Y を含む結晶の回折データセットを Photon Factory（⾼エネルギー加速器研究機
構）の BL-17A ビームライン及び、SPring-8 BL41XU ビームラインにて取得した。デ
ータセットの指数付け及びスケーリングは、HKL2000 ソフトウェア（Otwinowski Z. 
and Minor W., 1997）を⽤いて⾏った。位相決定は、Phaser プログラム（McCoy AJ., et 
al., 2007）を⽤いて、H3.3 を含むヌクレオソーム構造（PDB code：3AV2）をモデルと
して、分⼦置換法により⾏った。構造モデルの精密化は、PHENIX プログラム⽤いて⾏
った。初回の精密化は、rigid body について⾏い、その後、xyz coodinates、real-space、
occupancies、individual B-factors について精密化を⾏った。⼿動での構造モデルの組み
⽴てを COOT ソフトウェア（Emsley P. and Cowtan K., 2004）を⽤いて⾏った。最終
構造について MolProbity プログラム（Chen VB., et al., 2010）により評価を⾏い、
Ramachandran outlies を含まないことを確認した（表 2）。構造に関するすべての図は、
PyMOL（Schrodinger; http://www.pymol.org）を⽤いて作製した。 
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2-4 マイクロコッカルヌクレアーゼアッセイ 
 H3.Y を含むヌクレオソームの DNA 末端のマイクロコッカルヌクレアーゼに対する
感受性を解析するために、マイクロコッカルヌクレアーゼアッセイを⾏った。1.4 µg の
DNA を含む 146 塩基対または 193 塩基対を含むヌクレオソームを、それぞれ 0.7 また
は 1.4 ユニットのマイクロコッカルヌクレアーゼ（Takara）存在下の反応溶液（42 mM 
Tris-HCl（pH8.0）, 15 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2, 1.8 mM DTT）にて反応させた。反応
は、70 µL にて⾏い、⼀定時間ごとに 10 µL ずつ回収し、15 µL の除タンパク液（0.5 
mg/ml proteinase K（Roche）, 20 mM Tris-HCl（pH 8.0）, 80 mM EDTA, 0.25% SDS）
を加え、反応を停⽌させた。反応産物を⾮変性 6%アクリルアミドゲル電気泳動にて展
開し、EtBr により染⾊を⾏った。ランニング緩衝液として、0.2x TBE 溶液を⽤いた。
146 塩基対の DNA を含むヌクレオソームのマイクロコッカルヌクレアーゼアッセイ
では、LAS-4000（GE healthcare）にて電気泳動結果を撮影した後、未消化の 146 塩基
対のバンドを MultiGauge ver. 3.2（Fujifilm）を⽤いて定量化した。 
 
 2-5 リンカーヒストン H1 結合アッセイ及び H1-ヌクレオソーム 
複合体のマイクロコッカルヌクレアーゼアッセイ 
 H3.Y を含むヌクレオソームのリンカーヒストン H1 に対する結合効率を評価するた
めに、H1 の結合アッセイを⾏った。様々な濃度の H1 を、193 塩基対の DNA を含む
ヌクレオソーム（0.1 µM）と、Nap1（0.3 µM）存在下において、反応溶液（35 mM Tris-
HCl（pH 8.0）, 70 mM NaCl, 0.01 mM PMSF, 0.05 mM EDTA, 5% glycerol, 1.2 mM 
DTT, 1.1 mM 2-mercaptoethanol and 5 µg/mL BSA）中で、30 分間、37℃にて反応さ
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せた。反応産物を⾮変性 5%アクリルアミドゲル電気泳動により展開した。電気泳動で
は、1x TBE（90 mM Tris-base, 90 mM ホウ酸、 2 mM EDTA）をランニング緩衝液
として⽤いた。電気泳動後のゲルを EtBr により染⾊し、LAS-4000（GE healcare）に
よりゲルを撮影した。ヌクレオソーム及び、H1-ヌクレオソーム複合体のバンドを
MultiGauge ver. 3.2（Fujifilm）を⽤いて定量化し、H1-ヌクレオソーム複合体の形成効
率を算出した。 
 H1 とヌクレオソームの複合体にを巻きつけている DNA の⻑さを明らかにするため
に、マイクロコッカルヌクレアーゼにより複合体の DNA を消化し、保護される DNA
の⻑さを解析した。H1-ヌクレオソーム複合体のマイクロコッカルヌクレアーゼアッセ
イでは、30 µL の H1-ヌクレオソーム複合体に、2.5 mM CaCl2 存在下でマイクロコッ
カルヌクレアーゼ（1.05 ユニット）を反応させ、45 µL の液量にて反応を⾏った。反応
後、⼀定時間ごとに反応液 10 µL を分取し、10 µL の除タンパク液（0.5 mg/ml proteinase 
K（Roche）、 20 mM Tris-HCl（pH 8.0）、80 mM EDTA、0.25% SDS）を加え、反応
を停⽌させた。除タンパク後の反応産物をフェノールクロロホルム・イソアミルアルコ
ール処理し DNA を抽出した後、エタノール沈殿により DNA を回収し、⾮変性 6%ポ
リアクリルアミドゲルにて展開した。電気泳動のランニング緩衝液として、0.2x TBE 
を⽤いた。電気泳動後のゲルを、EtBr により染⾊し、LAS-4000（GE healthcare）を⽤
いて撮影した。 
 
2-6 ヒドロキシルラジカルフットプリントアッセイ 
 H1 とヌクレオソームの複合体において、ヒストンタンパク質と DNA が相互作⽤し
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ている部位を明らかにするために、ヒドロキシルラジカルフットプリントアッセイを⾏
った。ヒドロキシルラジカルフットプリントアッセイを⾏うために、DNA 末端に Cy5
を導⼊したヌクレオソームの再構成を⾏った。まず、193 塩基対の DNA をアルカリフ
ォスファターゼ（Takara）により、DNA 末端の脱リン酸化を⾏った後、Hinf1（Takara）
により、DNA を切断した。反応後に⽣成された 164 塩基対の DNA を TSK gel DEAE 
5-5PW（TOSOH）を⽤いて精製した。精製した 164 塩基対の DNA に 5`端に Cy5 を
付加した 29 塩基対の合成オリゴヌクレオチドをライゲーションした。このように作製
した 193 塩基対 Cy5 DNA を⽤いて、塩透析法によりヌクレオソームの再構成を⾏い、
Prep Cell を⽤いて⾮変性ゲルを⽤いて電気泳動により精製を⾏った。 
 ヒドロキシルラジカルフットプリントアッセイは、（Syed SH., et al., 2010, Ranjan A., 
et al., 2015）を参考に、改良を加えたプロトコルにて⾏った。Nap1（1.5 µM）存在下に
おいて、H1.2（0.9 µM）とヌクレオソーム（0.5 µM）を 60 µL の反応液にて、37℃に
おいて 30 分間反応させた。反応後、Amicon Ultra 30 kDa 遠⼼濃縮管（Millipore）を
⽤いて、溶媒を quencher free buffer（5 mM Tris-HCl（pH7.5）、 5 mM NaCl、 0.25 
mM EDTA）へ置換した。ヒドロキシルラジカルフットプリントアッセイでは、1.5 µg
の DNA を含む H1-nucleosome complex 50 µL を 1.5 mL チューブの底に置き、チュー
ブの側⾯に 2.5 µL の 4 mM (NH4)2Fe(SO4)2/8 mM EDTA、2.5 µL の 0.1 M アスコル
ビン酸及び、2.5 µL の 0.6%（v/v）の過酸化⽔素⽔を置き、遠⼼によって各反応試薬を
混合し、反応を開始させた。2 分間の反応後、5 µL の 100 mM チオウレア、10 µL の 3 
M 酢酸ナトリウムを加えることで反応を停⽌し、フェノールクロロホルム・イソアミ
ルアルコール処理により除タンパク後、グリコーゲン存在下でエタノール沈殿を⾏い、
反応後の DNA を回収した。回収した DNA を、8% ポリアクリルアミドウレア変性ゲ
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ルを⽤いて電気泳動を⾏い、展開した。泳動後、Cy5 の蛍光シグナルを Typhoon 9410
（GE healthcare）を⽤いてガラス越しに撮影した。 
 
2-7 熱安定性アッセイ 
 H3.Y を含むヌクレオソームの熱安定性を評価するために、熱安定性アッセイを⾏っ
た。熱安定性アッセイは、（Taguchi H., et al., 2014）を参考に⾏った。ヌクレオソーム
（野⽣型 H3.Y、野⽣型 H3.3、H3.Y（K42R）、H3.3（R42K）、H3.Y（M124I）及び H3.3
（I124M））については、4.5 µg の DNA を含むヌクレオソームを⽤いて熱耐性アッセ
イを⾏った。また、H3.Y の様々なドメインの変異体を含むテトラソーム（H3.Y（10‒
35H3.3）、H3.Y（K42R）、H3.Y（L62I）、H3.Y（77‒80H3.3）及び H3.Y（124‒135H3.3））に
ついては 2.25 µg、C 末端のアミノ酸の変異体を含むテトラソーム（H3.Y（M124I）、
H3.Y（L130I）、H3.Y（R132G）及び H3.Y（G134R））については 4.5 µg の DNA を含
むテトラソームを⽤いて熱耐性試験を⾏った。熱耐性試験は、20 µL の 20 mM Tris-HCl
（pH7.5）、5x SYPRO Orange、1 mM DTT、100 mM NaCl を含む反応液において⾏っ
た。StepOnePlusTM リアルタイム PCR 機（Applied Biosystems）を⽤いて、SYPRO 
Orange の蛍光シグナルを検出した。リアルタイム PCR 機は、26℃から 95℃まで、1 分
間に 1℃ずつ上昇するよう設定した。さらに、以下の式のように正規化を⾏った。F（T）
normalized = [F（T）- F（26）] / [F（95）- F（26）]. F（T）は、T℃のときの蛍光シグナ
ル強度を⽰す。 
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2-8 ポリヌクレオソームの再構成 
 H3.Y を含むポリヌクレオソームの形態を評価するために、ポリヌクレオソームの再
構成を⾏った。ポリヌクレオソームを再構成するために、208 塩基対の 601 配列
（Lowary PT. and Widom J., 1998）が 12 回繰り返し配列となっている DNA を（Dorigo 
B., et al., 2003）を参考に精製した。まず、EcoRV により⽬的の DNA をプラスミドか
ら切り出し、PEG を加えることで沈殿、精製を⾏い、さらにエタノール沈殿を⾏い精
製した。このように精製した DNA と、ヒストン⼋量体を⽤いて、塩透析法によりポリ
ヌクレオソームの再構成を⾏った。再構成したポリヌクレオソームを、Prep Cell 分取
⽤電気泳動装置を使⽤し、0.7%アガロース 2%ポリアクリルアミドコンポジットゲルを
⽤いて電気泳動により精製した。0.7%アガロース 2%アクリルアミドコンポジットゲル
は、SeaKem GTG アガロース（LONZA）及びアクリルアミド/ビス（29:1）（ナカライ
テスク）を⽤いて作製した。電気泳動におけるランニング緩衝液には、0.2x TBE を⽤
いた。ポリヌクレオソームにおいて、ヌクレオソームの再構成功率を ScaI（Takara）に
より評価した。ScaI は、ポリヌクレオソーム中のヌクレオソームと隣のヌクレオソーム
の間に位置している（図 9）。100 µg の DNA を含む精製後のポリヌクレオソームを、
10 µL の反応液（10 mM Tris-HCl（pH7.5）, 50 mM NaCl, 0.5 mM MgCl2, 0.1 mg/mL 
BSA）において、ScaI を 12 時間、22℃にて反応させた。反応産物を、5%ポリアクリル
アミドゲルにより展開し、EtBr により染⾊を⾏った。電気泳動におけるランニング緩
衝液には、1x TBE を⽤いた。電気泳動後にゲルを LAS-4000（GE healthcare）により
撮影した。 
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2-9 分析超遠⼼による沈降速度解析 
 H3.Y を含むポリヌクレオソームの形態を評価するために、分析超遠⼼による沈降速
度解析を⾏った。ポリヌクレオソーム（260 nm の吸光度が 0.6-0.8 の濃度）を、10 mM 
Tris-HCl（pH7.5）または、10 mM Tris-HCl（pH7.5）、1 mM MgCl2 に透析し、溶媒の
置換を⾏った。沈降速度法解析は、ProteomeLab XL-I（Beckman Coulter）及び、8 ⽳
の An-50Ti ローターを⽤いて⾏った。沈降速度解析を⾏う前に、サンプルを分析超遠
⼼機中で 20℃にて 2 時間静置し、温度を⼀定にした。沈降速度測定は、22,000 rpm に
て⾏い、260 nm のスキャンを収集した。収集したデータセットについて、UltraScanII 
9.9 revision 1927（Demeler, http:/www.ultrascan.uthscsa.edu）を⽤いて、enhanced van 
Hlde-Weischet 法（Demeler B. and van Holde KE., 2004）により解析を⾏った。ポリヌ
クレオソームの偏⽐容を 0.65 mL/g とし、溶媒の密度と粘性率をサンプルの溶媒に合
わせ、沈降係数 S20, w の算出を⾏った。 
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第 3 章 結果 
3-1 序 
 H3.Y は、霊⻑類特異的なヒストン H3 バリアントであり、H3.1 と⽐較して 30 アミ
ノ酸、H3.3 と⽐較して、26 アミノ酸異なる（図 3）。ヒストンタンパク質は、⽣物種間
においても⾼度に保存されているタンパク質であり、1 アミノ酸の置換が⼤きな意味を
持つ可能性が考えられている（Maze I., et al., 2014）。そのため主要型ヒストンと⽐較し
て 30 アミノ酸の置換が起きている H3.Y は、主要型ヒストンとは異なる機能を持つ可
能性が考えられる。H3.Y と最も相同性の⾼いヒストン H3 バリアントは、H3.3 である。
興味深いことに、H3.Y と H3.3 は、ヒストンタンパク質をクロマチンに取り込みまた
は取り出しを⾏うヒストンシャペロンにより認識される部位（A87、I89、G90）が保存
されている。H3.3 の A87、I89、G90 は、ヒストンシャペロン DAXX や HIRA の認識
部位の⼀部であることが報告されている（Drané P., et al., 2010, Elsässer SJ., et al., 2012, 
Ricketts MD., et al., 2015）。この事実から、H3.Y は、H3.3 より派⽣したヒストン H3
バリアントであることが考えられ、その機能差異は霊⻑類が進化の過程において獲得し
たクロマチン制御機構を暗⽰している。先⾏研究によって、H3.Y は、ユークロマチン
に存在し、ノックダウンにより様々な遺伝⼦の転写が抑制されることが明らかになって
いる（Wiedemann SM., et al., 2010）。本知⾒より、H3.Y は転写の活性化に関与してい
る可能性が⽰唆されるが、H3.Y によるクロマチン構造制御については未だ明らかにな
っていない。そこで、本研究では、H3.Y を含むヌクレオソームを再構成し、その構造
及び機能解析を⾏った。特に、H3.3 との機能差異について焦点を当てた。 
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3-2 H3.Y を含むヌクレオソームの再構成及び構造解析 
 H3.Y の機能解析を⾏うために、H3.Y を含むヌクレオソームの再構成を⾏った。そこ
でまず、ヒトヒストン H2A、H2B、H3.Y、H4 をリコンビナントタンパク質として精製
した（図 6A）。精製したヒストンを⽤いてヒストン⼋量体を再構成し、さらに 146 塩
基対のα-satellite DNA を混合し、塩透析法により H3.Y を含むヌクレオソームの再構
成を⾏った。その結果、H3.Y を含むヌクレオソームが形成された（図 6 B, C）。再構成
したヌクレオソームを⽤いて結晶化を⾏い、得られた結晶について⼤型放射光施設
SPring-8 及び Photon Factory（⾼エネルギー加速器研究機構）にて X 線回折実験を⾏
い、データセットを取得した。得られたデータについて構造解析を⾏った結果、H3.Y を
含むヌクレオソームの結晶構造を 2.8 Å の分解能において決定することに成功した（図
7A）。構造解析における統計値を表 2 に⽰す。結晶構造から、H3.Y を含むヌクレオソ
ームの全体構造は、主要型ヒストン H3.1 や、H3.Y の H3.3 を含むヌクレオソームに⾮
常に類似していることが明らかになった（Tachiwana H., et al., 2011）。H3.Y を含むヌ
クレオソーム構造において、H3.Y の特異的なアミノ酸をマッピングした結果を図 7 に
⽰す。興味深いことに、ヌクレオソームの DNA 末端付近に位置する部位に、H3.Y 特
異的な四つのアミノ酸（K42、L46、K53、Q59）が存在していることが明らかになった
（図 7B）。これまでに、ヌクレオソームの DNA 末端がヌクレオソームから⼀過的に解
離するというヌクレオソーム breathing モデルが提唱されている（Zlatanova J., et al., 
2009）。ヌクレオソームの DNA 末端がヒストンコアから⼀過的に解離することが、転
写因⼦等を始めとする DNA 結合タンパク質の DNA へのアクセシビリティを増加させ
ることから、遺伝⼦の発現制御等に重要であることが考えられている。ヌクレオソーム
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DNA 末端近傍に位置する H3.Y 特異的な四つのアミノ酸の中でも、特に 42 番⽬のアミ
ノ酸について、H3.3 のアルギニンは DNA と⽔素結合を⽣じるのに対して、H3.Y のリ
ジンは⽔素結合を⽣じない（図 7C）。そのため、H3.Y を含むヌクレオソームでは、H3.3
を含むヌクレオソームと⽐較して、ヌクレオソーム DNA の運動性が⾼い可能性が考え
られた。また、115 番⽬、122 番⽬のアミノ酸には、H3.3 はリジンであるのに対して、
H3,Y はアルギニンとなっている（図 3）。H3.Y の R115, R122 はともに DNA のリン
酸⾻格に直接相互作⽤している可能性が⽰唆された（図 7D, E）。これまでに、主要型
H3 の K115, K122 は⽔を介して DNA に結合していることが知られていることから
（Davey CA., et al., 2002）、H3.Y は、H3.3 とは異なる機構で DNA と相互作⽤してい
る可能性が考えられた。これらの結果から、H3.Y を含むヌクレオソームは、H3.3 を含
むヌクレオソームと⽐較して、ヌクレオソーム構造上における様々な部位においてヒス
トン-DNA 相互作⽤が異なる可能性が⽰唆された。  
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図 6. H3.Y を含むヌクレオソームの再構成。 
（A）精製したヒストンタンパク質を SDS-PAGE により展開し、CBB 染⾊を⾏った。
（Kujirai T., et al., 2016, Supplymentary Fig. S1A より引⽤、改変）（B）精製した H3.3
または H3.Y を含むヌクレオソームを⾮変性 PAGE により展開し、EtBr により染⾊を
⾏った。（Kujirai T., et al., 2016, Supplymentary Fig. S1B より引⽤、改変）（C）精製し
た H3.3 または H3.Y を含むヌクレオソームを SDS-PAGE により展開し、CBB 染⾊を
⾏った。（Kujirai T., et al., 2016, Supplymentary Fig. S1C より引⽤、改変） 
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図 7. H3.Y を含むヌクレオソームの⽴体構造 
（A）H3.Y を含むヌクレオソームの結晶構造（PDB code：5AY8）。構造中において、
H3.Y 特異的なアミノ酸は⾚⾊に、H3.Y と H3.3 は緑⾊に⾊付けされている。特に H3.1
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と⽐較して H3.3 特異的なアミノ酸は⻘⾊で⽰した。（B）H3.Y または H3.3 を含むヌク
レオソームの DNA 末端付近の拡⼤図。パネル A の点線により囲まれた領域を拡⼤し
た。H3.Y に特異的な K42、L46、K53、Q59 がαN ヘリックスに位置している。（H3.3
ヌクレオソームの構造 PDB code：3AV2）（C、D、E）H3.Y に特異的な K42、R115、
R122（H3.3 では、R42、K115、K122）の周辺構造の拡⼤図。点線は、距離を⽰す。 
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表 2. データ収集と精密化における統計情報 
 
括弧の中の値は、最外殻分解能における情報を⽰す。MolProbity により構造の評価を
⾏い、Ramachandran outliers を含まないことを確認した。 
!"#$%&'()*+,+-*
!"#"$%&''(%#)&*
!"#$%&'()*" !+, +, +,
-%..&/01%230)23
#&4&,5,67++
#8&98&$&:; 9&4&,5,6<++
$&4&,=76=>?
@8&A8&B&:C; @&4&A&4&B&4&<5
D%3).*E0)2&:; 75655&F&+6G5&:+6<5&F&+6G5;
D%H.%$E0)23&:I20J*%; K>?=?
"1%('%&:; <6?&:K>6K;
L%#2&M# NO: #;P ,,65&:+65;
-)1".%E%2%33&:; <767&:<+6G;
D%/*2/#2$Q K6+&:>6,;
+(,)*(-(*#
D%3).*E0)2&:; KG6<K7&F&+6G55&
"FH#$E)(NH(%%& "FH#$E)(&: ; +56,+&N&+K6GG
D6163&/%R0#E0)23
&&&&9)2/&.%2'ES&:; 565,,
&&&&9)2/&#2'.%3&&:C; ,6>5,
T&H#$E)(3:+ ;
&&&&U()E%02 K=6,G
&&&&VWX <+6>>
&&&&Y)2 G76,7
&&&&!).R%2E 756GK
D#1#$S#2/(#2&".)E
&&&&(%30/*%3&02&H#R)(#9.%&(%30)23&: ; <=6G5
&&&&(%30/*%3&02&#..)Z%/&(%'0)23&: ; +6+5
UVT&$)/% 7X[G
 46 
3-3 H3.Y を含むヌクレオソームのマイクロコッカルヌクレアーゼに
対する感受性解析 
 ヌクレオソームの DNA 末端の運動性は、核内タンパク質の DNA へのアクセシビリ
ティを制御する重要な性質である。H3.Y を含むヌクレオソームの結晶構造より、H3.Y
を含むヌクレオソームでは、H3.3 を含むヌクレオソームと⽐較して、ヌクレオソーム
の DNA 末端の運動性が異なる可能性が⽰唆された。そこで、H3.Y を含むヌクレオソ
ームにおける DNA 末端のマイクロコッカルヌクレアーゼに対する感受性を試験した
（図 8A）。マイクロコッカルヌクレアーゼは、ヒストンから解離している DNA 領域を
優先的に切断する性質を持つ。マイクロコッカルヌクレアーゼによる消化効率が⾼いこ
とは、DNA のヒストンコアから解離する頻度が⾼く、DNA の運動性が⼤きいことを
⽰している。146 塩基対のα-satellite 配列の DNA を⽤いて、H3.Y を含むヌクレオソ
ーム及び H3.3 を含むヌクレオソームを再構成し、マイクロコッカルヌクレアーゼアッ
セイを⾏った（図 8B）。未消化の 146 塩基対 DNA に着⽬すると、H3.Y を含むヌクレ
オソームでは、H3.3 を含むヌクレオソームと⽐較して、146 塩基対の DNA が消化さ
れる効率が⾼いことが明らかになった。この結果から、H3.Y を含むヌクレオソームは、
H3.3 を含むヌクレオソームと⽐較して、DNA 末端のマイクロコッカルヌクレアーゼの
感受性が⾼いことが明らかになった。本結果は、H3.Y を含むヌクレオソームの DNA
末端の運動性が⼤きいことを⽰唆していると考えられる。また、146 塩基対のα-
satellite 配列とは異なる配列、⻑さの DNA においても、同様の性質が⾒られるかどう
かを評価するため、193 塩基対の 601 配列の DNA を⽤いて、H3.Y を含むヌクレオソ
ーム及び H3.3 を含むヌクレオソームを再構成し、マイクロコッカルヌクレアーゼアッ
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セイを⾏った（図 8C）。その結果、異なる DNA を含む場合においても、H3.Y を含む
ヌクレオソームでは H3.3 を含むヌクレオソームと⽐較して、マイクロコッカルヌクレ
アーゼに対する感受性が⾼いことが明らかになった。これらの結果から、H3.Y を含む
ヌクレオソームの DNA 末端のマイクロコッカルヌクレアーゼに対する感受性はヒス
トンに巻きついている DNA の配列や⻑さに依存しないことが明らかになった。本結果
から、H3.Y の性質によりヌクレオソームの DNA 末端の運動性が⼤きいことが⽰唆さ
れた。 
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図 8. H3.Y を含むヌクレオソームのマイクロコッカルヌクレアーゼ感受性解析。 
（A）マイクロコッカルヌクレアーゼアッセイの概念図。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 
2A より引⽤、改変）（B）マイクロコッカルヌクレアーゼアッセイ。146 塩基対の DNA
（α-satellite 配列）を含む、H3.3（レーン 2-7）または H3.Y（レーン 8-13）ヌクレオ
ソームをマイクロコッカルヌクレアーゼにより 0、3、６，９，12 及び 15 分間反応さ
せた。反応後のサンプルを除タンパク処理した後。⾮変性 PAGE により展開し、EtBr
により染⾊した。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 2B より引⽤、改変）（C）193 塩基対の
DNA（Widom 601 配列）を含む、H3.3（レーン 2-8）または H3.Y（レーン 9-15）ヌ
クレオソームをマイクロコッカルヌクレアーゼにより 0、3、６、９、12、15 及び 18 分
間反応させた。反応後のサンプルを除タンパク処理した後。⾮変性 PAGE により展開
し、EtBr により染⾊した。⽮印は、150 塩基対程度のバンドを⽰す。（Kujirai T., et al., 
2016, Fig. 2D より引⽤、改変） 
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3-4 H3.Y を含むポリヌクレオソームの形態解析 
 第 3 章 3 節より、H3.Y を含むヌクレオソームでは、ヌクレオソームの DNA 末端の
運動性が⼤きいことが⽰された。ヌクレオソームの DNA 末端は、ヌクレオソームが連
なったポリヌクレオソームの⾼次構造に影響を与える可能性が考えられる。そこで、
H3.Y がクロマチン⾼次構造に与える影響を解析するため、H3.Y を含むポリヌクレオ
ソームを再構成し、分析超遠⼼法を⽤いた沈降速度解析によりポリヌクレオソームの形
態を解析した。沈降速度解析では、分析超遠⼼法において、粒⼦が沈降する速度を計測
し、沈降係数を算出する。沈降係数が⼤きい程、ポリヌクレオソームが⼩さな構造体に
なっていることを⽰しており、ポリヌクレオソームが凝縮していることを意味している。
まず、208 塩基対の 601 配列 DNA が 12 回連なる DNA を⽤いて、H3.Y を含むポリヌ
クレオソーム及び H3.3 を含むポリヌクレオソームの再構成を⾏った（図 9A, B）。ポリ
ヌクレオソームの再構成功率を明らかにするために、ScaI アッセイを⾏った（図 9C）。
ScaI 認識部位は、ヌクレオソームの間のリンカーDNA 領域に位置しており、消化後に
⾮変性ポリアクリルアミド電気泳動を⾏うことで、ヌクレオソームが形成されていない
DNA 領域の有無を評価することができる。H3.Y を含むポリヌクレオソーム及び H3.3
を含むポリヌクレオソームのどちらにおいても、フリーDNA がほぼ存在していないこ
とから、ポリヌクレオソームが効率良く再構成されていることが明らかになった。この
ように調製したポリヌクレオソームを⽤いて、沈降速度法により形態解析を⾏った（図
9D）。H3.3 を含むヌクレオソームでは、27-30S の沈降係数を⽰し、先⾏研究において
報告されている主要型のヌクレオソームと同程度の沈降係数を⽰した（Hansen JC., 
Lohr D.、1993, Fan JY., et al., 2002）。⼀⽅で、興味深いことに、H3.Y を含むポリヌク
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レオソームでは、24-26S を⽰し、H3.3 を含むポリヌクレオソームよりも⼩さい沈降係
数を⽰した。この結果から、H3.Y は緩んだ形態のポリヌクレオソームを形成すること
が明らかになった。さらに、これまでに、ポリヌクレオソームは Mg2+の存在下におい
て、凝縮したコンパクトな構造を取ることが報告されているため（Schwarz PM., Hansen 
JC. et al., 1994）、⽣理的条件である 1 mM Mg2+存在下においても沈降速度解析を⾏っ
た。その結果、H3.3 を含むポリヌクレオソーム及び H3.Y を含むポリヌクレオソーム
のどちらも沈降係数が増加し、コンパクトな凝縮した構造が形成された（図 9E）。重要
なこととして、Mg2+存在下においても、H3.Y を含むポリヌクレオソームは、H3.3 を含
むポリヌクレオソームよりも⼩さい沈降係数を⽰した。本結果から、H3.Y を含むポリ
ヌクレオソームでは、H3.3 を含むポリヌクレオソームよりも緩んだ形態となることが
明らかになった。 
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図 9. H3.Y 含むクロマチンの形態解析。 
（A）ポリヌクレオソームの構造。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 3A より引⽤、改変）（B）
精製した DNA（レーン 2）、H3.3（レーン 3）または H3.Y（レーン 4）を含むポリヌク
レオソームをアガロースゲルにて電気泳動を⾏った。レーン 1 は 1000 塩基対 DNA ラ
ダーマーカーを⽰す。（Kujirai T., et al., 2016, Supplymentary Fig. S3A より引⽤、改変）
（C）ポリヌクレオソームの再構成功率。DNA（レーン 1）、H3.3（レーン 3）または
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H3.Y（レーン 4）を含むポリヌクレオソームを ScaI 存在下で反応させた。反応後、サ
ンプルを⾮変性 PAGE により展開し、EtBr 染⾊を⾏った。アスタリスクは、ヘキサソ
ームを⽰す。（Kujirai T., et al., 2016, Supplymentary Fig. S3B より引⽤、改変）（D、E）
H3.Y または H3.3 を含むポリヌクレオソームの 1 mM マグネシウムイオン⾮存在下（D）
または存在下（E）における分析法遠⼼法による沈降速度解析。沈降係数の分布を
enhaced van Holde-Weichet 法により解析した。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 3B、3C よ
り引⽤、改変）縦軸は Boundary fraction を⽰しており、横軸は、沈降係数 S20, w を⽰し
ている。沈降係数 S20, w は、値が⼩さいほど緩んだクロマチンを、⼤きいほど凝縮した
クロマチンを⽰している。Boundary fraction は、特定の沈降係数をとる分⼦が全体に占
める割合を⽰している。 
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3-5 リンカーヒストン H1 結合解析 
 リンカーヒストン H1 は、ヌクレオソームに結合し、クロマチンの⾼次構造を形成す
る。これまでに、リンカーヒストン H1 は、ヌクレオソームのダイアド領域の DNA 領
域と、リンカーDNA に結合することが明らかにされてきた（Bednar J., e al., 2017, Zhou 
BR., et al., 2015,）（図 4）。本研究の結果から、H3.Y を含むヌクレオソームでは、DNA
末端の運動性が⼤きいことが⽰唆された。ヌクレオソーム DNA 末端の運動性が⼤きい
ことによってリンカーヒストン H1 の結合に影響を与える可能性が考えられた。そこで、
193 塩基対の DNA を含む H3.Y ヌクレオソーム及び H3.3 を含むヌクレオソームを再
構成し、Nap1 存在下における H1 のヌクレオソームへの結合をゲルシフトアッセイに
より評価した（図 10A）。Nap1 は、リンカーヒストン H1 をクロマチンに取り込みや取
り出し担う因⼦である（Saeki H., et al., 2005, Shintomi K., et al., 2005）。実験は、標準
的な塩濃度の条件下（35 mM Tris-HCl, 70 mM NaCl, 0.01 mM PMSF, 0.05 mM EDTA, 
5% glycerol, 1.2 mM dithiothreitol, 2-mercaptoethanol and 5 µg/ ml BSA）にて⾏った
（図 10B）。その結果、H3.3 を含むヌクレオソームに対して、H3.Y を含むヌクレオソ
ームでは、H1 の結合が顕著に抑制されることが明らかになった。実際に、H1 の濃度が
0.9 µM のときに、H3.3 を含むヌクレオソームでは 65%、H3.Y を含むヌクレオソーム
では、25%の結合効率となっている（図 10C）。また、実験を⾏う中で、低い塩濃度の
条件下（5 mM Tris-HCl, 5 mM NaCl and 0.25 mM EDTA）においては、H3.Y ヌクレ
オソーム及び H3.3 を含むヌクレオソームのどちらにおいても H1 の結合効率が向上す
ることを発⾒した（図 11A, B）。さらに、この条件では H1 の H3.Y を含むヌクレオソ
ームと H3.3 を含むヌクレオソームに対する結合効率の差が⼩さくなった（図 10C、図
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11B）。そこで、H3.Y を含むヌクレオソームに対する H1 の結合様式を明らかにするた
めに、低塩濃度条件下においてヒドロキシルラジカルフットプリントアッセイを⾏った。
ヒドロキシルラジカルフットプリントアッセイでは、タンパク質が結合している DNA
領域を検出することができる。ヒドロキシルラジカルは、DNA のリン酸⾻格を切断す
るが、タンパク質が結合している領域においては切断が阻害される。このような原理に
よって、タンパク質結合部位を明らかにすることができる。フットプリントアッセイの
結果、H1 ⾮存在下では、H3.3 を含むヌクレオソーム及び H3.Y を含むヌクレオソーム
ともに 10 塩基ごとに DNA が保護されることが明らかになった（図 11C）。ヌクレオソ
ーム構造において、DNA はヒストンと 10 塩基ごとに相互作⽤することから、H3.3 を
含むヌクレオソーム及び H3.Y を含むヌクレオソームは、溶液中においてヌクレオソー
ム構造をとっていることが確認された。さらに H1 存在下において、H3.Y を含むヌク
レオソームでは、H3.3 を含むヌクレオソームと同様に、ダイアド領域の DNA がヒド
ロキシルラジカルによる切断から保護されることが明らかになった（図 11C）。さらに、
H1 と H3.Y を含むヌクレオソームの複合体を再構成し、マイクロコッカルヌクレアー
ゼによる消化実験を⾏った結果、クロマトソームに相当する 160-170 塩基対程度の⻑
さの DNA が保護されることが明らかになった（図 11D）。本結果は、先⾏研究におけ
るクロマトソームのマイクロコッカルヌクレアーゼによる消化実験において保護され
る DNA の⻑さと⼀致している（Simpson RT., 1978）。これらの結果から、H1 は H3.Y
を含むヌクレオソームにリンカーDNA とダイアドに特異的に結合するものの、H3.Y を
含むヌクレオソームに対する結合効率が低いことが明らかになった。 
 H3.Y を含むヌクレオソームにおいて、H1 の結合が抑制されるメカニズムを明らか
にするために、H3.Y について変異体解析を⾏った。第 3 章 2 節に⽰したように、H3.Y
 55 
ヌクレオソームの DNA 末端付近には四つの H3.Y 特異的なアミノ酸が位置しており、
中でも 42 番⽬のリジンが DNA 末端の運動性に重要な役割を果たしていることが考え
られた。そこで、H3.Y 及び H3.3 の相互置換変異体である H3.Y K42R 変異体ヒスト
ン：H3.Y（K42R）を含むヌクレオソーム及び H3.3 R42K 変異体ヒストン：H3.3（R42K）
を含むヌクレオソームを再構成し、H1 の結合実験を⾏った（図 12A, B）。結合実験は、
標準の塩濃度の条件下において⾏った。その結果、H3.3（R42K）を含むヌクレオソー
ムは、野⽣型 H3.3 を含むヌクレオソームに対して、H1 の結合効率が低下することが
明らかになった。また⼀⽅で、H3.Y（K42R）を含むヌクレオソームは、野⽣型 H3.Y を
含むヌクレオソームに対して、結合効率が向上することが明らかになった。本結果から、
H3.Y を含むヌクレオソームに対して H1 の結合効率が低い性質は、H3.Y 特異的 K42
によるものであることが明らかになった。しかし、H3.Y（K42R）を含むヌクレオソー
ムの H1 の結合効率は、野⽣型 H3.3 を含むヌクレオソームの効率に相当するものでは
なく部分的な効果であるため、L46、K53、Q59 などの他の H3.Y 特異的アミノ酸が H1
の結合効率の低下に関与している可能性が考えられる。 
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図 10. H3.Y を含むヌクレオソームの H1 結合解析。 
（A）H1 結合アッセイの概念図。Kujirai T., et al., 2016, Fig. 4A より引⽤、改変）（B）
様々な量の H1（0 µM：レーン 1, 2, 8 及び 9；0.4 µM：レーン 3 及び 10；0.6 µM：レ
ーン 4 及び 11；0.7 µM：レーン 5 及び 12；0.8 µM：レーン 6 及び 13；0.9 µM：レー
ン 7 及び 14）と H3.3（レーン 1‒7）または H3.Y（レーン 8‒14）を含むヌクレオソー
ム（0.1 µM）を Nap1（0.3 µM）存在下で、混合し反応させた。反応後、⾮変性 PAGE
にて展開し、EtBr により染⾊を⾏った。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 4B より引⽤、改
変）（C）H1 結合アッセイの定量結果。H1 とヌクレオソーム複合体及びヌクレオソー
ムのバンドを定量し、H1 とヌクレオソーム複合体の形成効率を算出した。実験を 3 回
⾏い、平均値をプロットし、エラーバーとして標準偏差を⽰した。Kujirai T., et al., 2016, 
Fig. 4C より引⽤、改変） 
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図 11. H3.Y を含むヌクレオソームの H1 結合様式についての解析。 
（A）低塩濃度下における H1 結合アッセイ。Cy5 付加されている 193 塩基対の DNA
を含む H3.Y ヌクレオソームまたは H3.3 を含むヌクレオソームを再構成した。H1（0 
µM：レーン 1 及び 6；0.2 µM：レーン 2 及び 7；0.3 µM：レーン 3 及び 8；0.4 µM：
レーン 4 及び 9；0.4 µM：レーン 5 及び 10）と H3.3（レーン 1-5）ヌクレオソーム 
または H3.Y（レーン 6-10）ヌクレオソーム（0.1 µM）を Nap1（0.3 µM）存在下で、
低塩濃度（5 mM Tris-HCl, 5 mM NaCl, 0.25 mM EDTA）の条件にて混合し、反応さ
せた。反応後、⾮変性 PAGE にて展開し、EtBr により染⾊を⾏った。（Kujirai T., et al., 
2016, Supplymentary Fig. S6A より引⽤、改変）（B）低塩濃度における H1 結合アッセ
イの定量結果。H1 とヌクレオソーム複合体及びヌクレオソームのバンドを定量し、H1
とヌクレオソーム複合体の形成効率を算出した。実験を 3 回⾏い、平均値をプロット
し、エラーバーとして標準偏差を⽰した。（Kujirai T., et al., 2016, Supplymentary Fig. 
S4B より引⽤、改変）（C）H1 とヌクレオソーム複合体のハイドロキシルラジカルフッ
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トプリントアッセイ。レーン 1 は、DNA をハイドロキシルラジカルにより切断したと
きのコントロールを⽰す。H3.3 ヌクレオソーム（レーン 2-3）または H3.Y を含むヌク
レオソーム（レーン 4-5）を H1 存在下（レーン 3、５）または⾮存在下（レーン 2、4）
において、ハイドロキシルラジカルにより DNA を切断した。サンプルを除タンパク後
に変性 PAGE により展開した。右側の⽮印と左側のバーはそれぞれ、ヌクレオソーム
のダイアドと、H1 によるフットプリントを⽰す。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 4D より
引⽤、改変）（D）H1 とヌクレオソーム複合体のマイクロコッカルヌクレアーゼアッセ
イ。H1 と H3.3 ヌクレオソーム複合体（形成効率 77%、レーン 1、3、5 及び 7）また
は H1 と H3.Y ヌクレオソーム複合体（形成効率 49%、レーン 2、4、6 及び 8）をマイ
クロコッカルヌクレアーゼにより処理した（0 分：レーン 1-2；3 分：レーン 3-4；6 分：
レーン 5-6；9 分：レーン 7-8）。レーン 9 は 10 塩基対 DNA ラダーマーカーを⽰す。
（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 4E より引⽤、改変） 
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図 12. 42 番⽬のアミノ酸の変異体を含むヌクレオソームの H1 結合解析。 
（A）様々な量の H1（0 µM：レーン 1, 6, 11 及び 16；0.3 µM：レーン 2、7、12 及び
17；0.45 µM：レーン 3、8、13 及び 18；0.55 µM：レーン 4、9、14 及び 19；0.65 µM：
レーン 5、10、15 及び 20）と 193 塩基対の DNA を含む野⽣型 H3.3（レーン 1-5）、
H3.3（R42K）（レーン 6-10）、野⽣型 H3.Y（レーン 11-15）、H3.Y（K42R）（レーン 16-
20）ヌクレオソームを Nap1（0.3 µM）存在下で混合し反応させた。反応後、サンプル
を⾮変性 PAGE により展開し、EtBr 染⾊を⾏った。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 4F よ
り引⽤、改変）（B）42 番⽬のアミノ酸の変異体を含むヌクレオソームの H1 結合アッ
セイの定量結果。H1 とヌクレオソームの複合体のバンド及びヌクレオソームのバンド
を定量し、H1 とヌクレオソームの複合体の形成効率を算出し、平均値をプロットした。
エラーバーは標準偏差を⽰す（n=3）。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 4G より引⽤、改変） 
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3-6 H3.Y を含むヌクレオソームの構造安定性解析 
 これまでの解析から、H3.Y を含むヌクレオソームは DNA 末端の運動性が⼤きいこ
とが明らかにしてきた。この運動性は、ヌクレオソーム構造の安定性に寄与している可
能性が考えられる。そこで、H3.Y を含むヌクレオソームの構造安定性を評価するため、
熱安定性アッセイを⾏った（図 13A）。熱安定性アッセイでは、ヌクレオソームに蛍光
物質である SYPRO orange を混合し、温度を上昇させた際に発する蛍光シグナルを計
測する。SYPRO orange は、タンパク質の疎⽔性⾯に結合した際に蛍光を発する性質を
持つため、温度の上昇に伴いヌクレオソームが崩壊し露出した疎⽔性アミノ酸に結合し
蛍光を発する。これまでの先⾏研究から熱安定性アッセイにおいて、主要型のヌクレオ
ソームは 2 段階の反応を経て崩壊することが明らかにされている（Taguchi H.,et al., 
2014）。⼀段階⽬にあたる反応では、ヌクレオソームから H2A-H2B ⼆量体が解離し、
⼆段階⽬にあたる反応は、DNA から H3-H4 四量体が解離する過程である。本結果か
ら、H3.Y を含むヌクレオソームでは、H3.3 を含むヌクレオソームと⽐較して、H2A-
H2B ⼆量体が低い温度において解離することが明らかになった（図 13B）。Tm 値は、
H3.3 を含むヌクレオソームにおいては、⼀段階⽬にあたる H2A-H2B ⼆量体がヌクレ
オソームから解離する反応は 69-70℃付近である⼀⽅で、H3.Y を含むヌクレオソーム
においては、⼀段階⽬の反応は 68-69℃付近である。さらに、H3.Y-H4 四量体の構造
安定性について詳細に解析を⾏うために、H3.Y-H4 テトラソーム及び H3.3-H4 テトラ
ソームを再構成し、熱安定性アッセイを⾏った（図 13C）。その結果、H3.Y-H4 テトラ
ソームは、H3.3-H4 テトラソームと⽐較して、⾼い熱安定性を⽰すことが明らかになっ
た。Tm 値は、H3.3-H4 テトラソームは、84-85℃付近である⼀⽅で、H3.Y-H4 テトラ
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ソームは 86-87℃付近である。H3.Y-H4 テトラソームの安定性が⾼いという性質は、ク
ロマチンに安定的に留まるために重要な性質であると考えられるため、次に、H3.Y-H4
テトラソームの安定性に重要なアミノ酸の探索を⾏った。まず、H3.Y の 10-35 番⽬の
アミノ酸を H3.3 の相当するアミノ酸に置換した変異体ヒストン：H3.Y （10-35H3.3）、
H3.Y K42R 変異を含むヒストン：H3.Y （K42R）、H3.Y L62I 変異を含むヒストン：
H3.Y （L62I）、H3.Y の 77-80 番⽬のアミノ酸を H3.3 の相当するアミノ酸に置換した
変異体ヒストン：H3.Y （77-80H3.3）、H3.Y の 124-135 番⽬のアミノ酸を H3.3 に相当
するアミノ酸に置換した変異体ヒストン：H3.Y （124-135H3.3）を精製し、テトラソー
ムの再構成を⾏い、熱安定性アッセイを⾏った。その結果を図 14 に⽰す。実験の結果、
H3.Y（77-80H3.3）（Tm 値：85-86℃）及び H3.Y（124-135H3.3）（Tm 値：81-82℃）を含
むヌクレオソームでは、野⽣型 H3.Y を含むテトラソーム（Tm 値：86-87℃）と⽐較し
て安定性が低下したことが明らかになった。中でも、H3.Y（124-135H3.3）変異体では、
安定性が顕著に低下しているため、124-135 番⽬のアミノ酸領域が H3.Y-H4 テトラソ
ームの安定性に重要な役割を果たしていることが考えられた。そこで、重要なアミノ酸
を⼀アミノ酸単位で明らかにするために、H3.Y（M124I）、H3.Y（L130I）、H3.Y（R132G）、
H3.Y（G134R）変異体を含むテトラソームを再構成し、熱安定性アッセイを⾏った（図
15）。その結果、H3.Y（M124I）（Tm 値：84-85℃）及び H3.Y（G134R）（Tm 値：85-
86℃）を含むテトラソームでは、野⽣型 H3.Y を含むテトラソーム（Tm 値：86-87℃）
と⽐較して安定性が低いことが明らかになった。中でも、H3.Y（M124I）変異体では、
顕著に熱安定性が低下しているため、124 番⽬のメチオニンが H3.Y を含むテトラソー
ムの安定性に最も重要であることが明らかになった。さらに、H3.Y（M124I）を含むヌ
クレオソーム及び、H3.3（I124M）を含むヌクレオソームを再構成し、熱安定性アッセ
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イを⾏った（図 16A, B）その結果、H3.Y（M124I）変異体を含むヌクレオソームでは、
⼀段階⽬の H2A-H2B ⼆量体が解離する反応の温度には変化が無いものの、⼆段階⽬
の H3-H4 が DNA より解離する反応については、より低い温度で起こることが明らか
になった。⼀⽅で、H3.3（I124M）変異体を含む変異体では、野⽣型 H3.3 を含むヌク
レオソームと⽐較して、⼀段階⽬の反応に変化はない⼀⽅で、⼆段階⽬の反応が⾼い温
度で起こることが明らかになった。この結果から、H3.Y 特異的 124 番⽬のメチオニン
が H3.Y を含むヌクレオソーム及びテトラソームの安定性に重要な役割を果たしている
ことが明らかになった。そこで、124 番⽬のアミノ酸の周辺構造について、H3.Y を含
むヌクレオソームと、H3.3 を含むヌクレオソームの⽴体構造⽐較を⾏った（図 17）。
H3.Y 124 番⽬のメチオニンは、H4 の 50 番⽬のイソロイシン、54 番⽬のスレオニン、
及び 57 番⽬のバリンの近傍に位置し、疎⽔性コアを形成している可能性が考えられた。
H3.3 の 124 番⽬のイソロイシンについても疎⽔性コアを形成していることから、H3.Y-
H4 と H3.3-H4 の疎⽔性コアのわずかな構造の差異がヌクレオソームの安定性に重要
である可能性が考えられる。 
 前節より、H3.Y 特異的 42 番⽬のリジンは、DNA 末端の運動性に関与していること
が明らかになった。そこで、H3.Y（K42R）を含むヌクレオソーム及び H3.3（R42K）
を含むヌクレオソームを再構成し、熱安定性アッセイを⾏った（図 16C, D）。その結果、
H3.Y（K42R）を含むヌクレオソームは野⽣型 H3.Y を含むヌクレオソームと同程度の
温度において反応が起こり、また、H3.3（R42K）を含むヌクレオソームについても野
⽣型 H3.3 を含むヌクレオソームと同程度の温度にて反応が起こることが明らかになっ
た。つまり、H3.Y 特異的 42 番⽬のリジンは、ヌクレオソームの DNA 末端の運動性に
関与するものの、ヌクレオソームの安定性に対しては⼤きな影響を与えないことが⽰唆
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された。 
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図 13. H3.Y を含むヌクレオソーム及びテトラソームの熱安定性アッセイ。 
（A）熱安定アッセイの概念図。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 6A より引⽤、改変）（B）
H3.Y を含むヌクレオソーム及び H3.3 を含むヌクレオソームの温度上昇に伴う崩壊に
おける正規化後の蛍光強度を⽰した（上図）。微分プロットを下図に⽰す。実験を 3 回
⾏い、平均値と標準偏差を図に⽰した。温度上昇に伴う最初のピークは H2A-H2B ⼆
量体のヌクレオソームからの解離を⽰し、次のピークは H3-H4 四量体が DNA から解
離する反応を⽰している。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 6C より引⽤、改変）（C）H3.Y-
H4 テトラソーム及び H3.3-H4 テトラソームの崩壊における正規化後の蛍光強度を⽰
した（上図）。微分プロットを下図に⽰す。実験を 3 回⾏い、平均値と標準偏差を図に
⽰した。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 6B より引⽤、改変）  
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図 14. H3.Y の C 末端領域の変異体を含むテトラソームの熱安定性アッセイ。 
H3.Y（10-35H3.3）、H3.Y（K42R）、H3.Y（L62I）、H3.Y（77-80H3.3）、H3.Y（124-135H3.3）
を含むテトラソームの熱変性プロファイルを Tm 値とともに⽰した。コントロールと
して野⽣型 H3.Y を含むテトラソーム及び H3.3 を含むテトラソームの結果も⽰した。
実験を 3 回⾏い、平均値と標準偏差を図に⽰した。（Kujirai T., et al., 2017, Fig. 2 より
引⽤、改変） 
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図 15. H3.Y の C 末端領域の変異体を含むテトラソームの熱安定性アッセイ。 
H3.Y（M124I）、H3.Y（L130I）、H3.3（R132G）、H3.3（G134R）を含むテトラソーム
の熱変性プロファイルを Tm 値とともに⽰した。コントロールとして野⽣型 H3.3 を含
むテトラソーム及び H3.Y を含むテトラソームの結果も⽰した。実験を 3 回⾏い、平均
値と標準偏差を図に⽰した。（Kujirai T., et al., 2017, Fig. 3 より引⽤、改変） 
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図 16. H3.Y（M124I）、H3.Y（K42R）、H3.3（I124M）、H3.3（R42K）を含むヌクレオ
ソームの熱安定性アッセイ。 
（A）H3.Y（M124I）を含むヌクレオソームの熱変性プロファイル及び微分プロット（下
図）。コントロールとして野⽣型 H3.Y を含むヌクレオソームの結果も⽰した（上図）。
（Kujirai T., et al., 2017, Fig. 4B より引⽤、改変）（B）H3.3（I124M）を含むヌクレオ
ソームの熱変性プロファイル及び微分プロット（下図）。コントロールとして野⽣型
H3.3 を含むヌクレオソームの結果も⽰した（上図）。（Kujirai T., et al., 2017, Fig. 4C よ
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り引⽤、改変）（C）H3.Y（K42R）を含むヌクレオソームの熱変性プロファイル及び微
分プロット（下図）。コントロールとして野⽣型 H3.Y を含むヌクレオソームの結果も
⽰した（上図）。（Kujirai T., et al., 2017, Fig. 4E より引⽤、改変）（D）H3.3（R42K）
を含むヌクレオソームの熱変性プロファイル及び微分プロット（下図）。コントロール
として野⽣型 H3.3 を含むヌクレオソームの結果も⽰した（上図）。実験を 3 回⾏い、
平均値と標準偏差を図に⽰した。（Kujirai T., et al., 2017, Fig. 4F より引⽤、改変） 
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図 17. H3.Y ヌクレオソーム及び H3.3 ヌクレオソームにおける 124 番⽬のアミノ酸周
辺の構造。 
（A）H3.Y の M124 周辺の H3.Y 及び H4 のインターフェース（PDB code：5AY8）。
（B）H3.3 の I124 周辺の H3.3 及び H4 のインターフェース（PDB code：3AV2）。
H3.Y 及び H3.3 をそれぞれ緑⾊、⻘⾊に⾊付けした。H4 を橙⾊に⾊付けした。124 番
⽬を中⼼とする疎⽔性コアに含まれるアミノ酸を球体表⽰で⽰した。（Kujirai T., et al., 
2017, Fig. 5 より引⽤、改変） 
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3-7 H3.3 及び H3.Y を含むヘテロヌクレオソームの再構成及び機能
解析 
 ⽣体内において H3.Y は、⼀分⼦のヌクレオソーム内において H3.3 と H3.Y を⼀分
⼦ずつ含むヘテロヌクレオソームを形成していることが⽰唆されている（Wiedemann 
SM., et al., 2010）。H3.Y 及び H3.3 を両⽅含むヘテロヌクレオソームが実際に形成され
るのか、そして、ヘテロヌクレオソームにおいても H3.Y の DNA 末端の⾼い運動性及
び H1 の結合を抑制する性質が保存されているかを明らかにするため、H3.Y 及び H3.3
を含むヘテロヌクレオソームの再構成を⾏った（図 18A, B）。再構成は、Arimura Y., et 
al., 2014 を参考に⾏った。まず、N 末端に His6-SUMO タグを付加した H3.3 を精製し
（His6-SUMO-H3.3）、H2A、H2B、H3.Y、His6-SUMO-H3.3 及び H4 を⽤いてヒスト
ン⼋量体の再構成及び、ヌクレオソームの再構成を⾏った。再構成されたヌクレオソー
ムには、His6-SUMO-H3.3 を⼆分⼦含むホモヌクレオソーム、H3.Y を⼆分⼦含むホモ
ヌクレオソーム、及び His6-SUMO-H3.3 と H3.Y を⼀分⼦ずつ含むヘテロヌクレオソ
ームの 3 種類のヌクレオソームの混合物となっている。これらのヌクレオソームは、⾮
変性ゲルにて展開した場合、分⼦量が⼤きい程電気泳動度が⼩さいため、電気泳動度の
差を利⽤することで His6-SUMO-H3.3 と H3.Y を⼀分⼦ずつ含むヘテロヌクレオソー
ムを精製することが可能である。146 塩基対及び 193 塩基対の DNA を⽤いてヌクレ
オソームの再構成を⾏い、分取⽤電気泳動装置 Prep Cell を⽤いて⾮変性電気泳動によ
りヘテロヌクレオソームを精製した。146 塩基対の DNA を含むヘテロヌクレオソーム
の精製結果を図 18C に⽰す。このように精製したヘテロヌクレオソームには、His6-
SUMO タグが付加されているため、プレシジョンプロテアーゼによりタグの切断を⾏
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い（図 18D）、更に再度⾮変性ゲルを⽤いて電気泳動により精製した（図 18E）。本結果
から、試験管内において、H3.Y は、H3.3 との組み合わせにおいてヌクレオソームを形
成することが明らかになった（図 18A, B）。このように調製したヌクレオソームを⽤い
て、マイクロコッカルヌクレアーゼに対する感受性を解析した（図 19A, B）。その結果、
H3.Y 及び H3.3 を含むヘテロヌクレオソームは、H3.3 を含むホモヌクレオソームと⽐
較して、マイクロコッカルヌクレアーゼに対する感受性が⾼いことが明らかになった。
未消化の 146 塩基対 DNA のバンドの定量結果から、H3.Y 及び H3.3 を含むヘテロヌ
クレオソームは、H3.Y を⼆分⼦含むホモヌクレオソーム及び H3.3 を⼆分⼦含むホモ
ヌクレオソームの中間程度の感受性を⽰した（図 19B）。この結果から、H3.Y 及び H3.3
を含むヘテロヌクレオソームにおいても、H3.Y による DNA 末端の運動性が保存され
ていることが明らかになった。さらに、H1 結合アッセイを⾏った結果、H3.Y 及び H3.3
を含むヘテロヌクレオソームでは、H3.3 を含むホモヌクレオソームと⽐較して、H1 の
結合効率が低いことが明らかになった（図 19C, D）。定量結果から、H1 の結合効率は
H3.Y を含むホモヌクレオソームに⽐較的近いことから（H1 の濃度が 0.65 µM のとき、
H3.3 は約 60%、H3.Y は約 25%、H3.Y/H3.3 は約 30%程度の結合効率）、ヌクレオソ
ーム中に H3.Y を⼀分⼦含むことで H1 の結合効率が顕著に阻害されることが明らかに
なった（図 19D）。H1 は、ヌクレオソームの両側のリンカーDNA に結合することから、
⽚側のリンカーDNA の運動性が⾼いために結合効率が低下した可能性が考えられる。
以上の結果から、H3.Y による DNA 末端の運動性及び H1 の結合を抑制する性質は、
H3.Y 及び H3.3 を含むヘテロヌクレオソームにおいても保存されていることが明らか
になった。 
 74 
 
図 18. H3.Y 及び H3.3 を⼀分⼦ずつ含むヌクレオソームの再構成。 
（A）精製後の H3.3、H3.Y、H3.Y/H3.3 を含むヌクレオソームを⾮変性 PAGE により
展開し、EtBr 染⾊を⾏った。（Kujirai T., et al., 2016, Supplymentary Fig. S6A より引
⽤、改変）（B）精製後の H3.3、H3.Y、H3.Y/H3.3 ヌクレオソームのヒストンの組成を
SDS-PAGE により解析した。電気泳動後、CBB により染⾊を⾏った。（Kujirai T., et al., 
2016, Supplymentary Fig. S6B より引⽤、改変）（C）His6-SUMO-H3.3 を⼆分⼦含むヌ
クレオソーム、H3.Y 及び His6-SUMO-H3.3 を⼀分⼦ずつ含むヌクレオソーム、H3.Y
を⼆分⼦含むヌクレオソームを、分取⽤⾮変性 PAGE により精製した。レーン 1 はイ
ンプットサンプル、レーン 2-15 は、電気泳動により分離された画分を⽰す。（Kujirai T., 
et al., 2016, Supplymentary Fig. S6D より引⽤、改変）（D）プレシジョンプロテアーゼ
による H3.Y/His6-SUMO-H3.3 ヌクレオソームからの His6-SUMO 切断（Kujirai T., et 
al., 2016, Supplymentary Fig. S6E より引⽤、改変）。（E）His6-SUMO タグが切断され
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た H3.Y/H3.3 を 含 む ヘ テ ロ ヌ ク レ オ ソ ー ム の 精 製 。（ Kujirai T., et al., 2016, 
Supplymentary Fig. S6F より引⽤、改変）  
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図 19. H3.Y 及び H3.3 を⼀分⼦ずつ含むヌクレオソームの⽣化学的解析。 
（A）マイクロコッカルヌクレアーゼアッセイ。146 塩基対の DNA を含む H3.3（レー
ン 2-6）、H3.Y（レーン 7-11）、H3.Y/H3.3（レーン 12-16）ヌクレオソームをマイクロ
コッカルヌクレアーゼ存在下で、0、3、6、9、及び 12 分反応させた。反応後のサンプ
ルを除タンパク後、⾮変性 PAGE により展開し、EtBr 染⾊を⾏った。（Kujirai T., et al., 
2016, Fig. 8A より引⽤、改変）（B）マイクロコッカルヌクレアーゼアッセイの定量結
果。未消化の 146 塩基対 DNA を定量し、平均値をプロットした。エラーバーは標準偏
差を⽰す（n=3）。Kujirai T., et al., 2016, Fig. 8B より引⽤、改変）（C）H1 結合アッセ
イ。H1（0 µM：レーン 1, 6 及び 11；0.3 µM：レーン 2、7 及び 12；0.45 µM：レーン
3、 7 及び 13；0.55 µM：レーン 4、8 及び 14；0.65 µM：レーン 5、9 及び 15）と 193
塩基対の DNA を含む H3.3（レーン 1-5）、H3.Y（レーン 6-10）、H3.Y/H3.3（レーン
11-15）ヌクレオソームを Nap1（0.3 µM）存在下で反応させた。反応後、サンプルを⾮
変性 PAGE により展開し、EtBr 染⾊を⾏った。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 8C より引
⽤、改変）（D）H1 結合アッセイの定量結果。H1 とヌクレオソームの複合体のバンド
及びヌクレオソームのバンドを定量し、H1 の結合効率を算出し平均値をプロットした。
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エラーバーは標準偏差を⽰す（n=3）。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 8D より引⽤、改変）  
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第 4 章 総合討論 
4-1 序 
 H3.Y は、2010 年に霊⻑類特異的なヒストン H3 バリアントとして、H3.X とともに
発⾒された（Wiedemann SM., et al., 2010）。先⾏研究より、H3.Y の mRNA はヒトの
精巣、及び視床を除く脳の組織から検出されている。さらに、乳がん、肺がん、⾻⾁腫、
卵巣がんなどのがん組織においても mRNA の発現が確認されている。また、ヒト⾻⾁
腫細胞である U2OS 細胞において、飢餓状態及び⾼密度培養において発現レベルが増
加することが確認されている。これらの知⾒から、H3.Y は組織特異的な発現パターン
を⽰し、培養細胞では外部刺激に応答して発現するヒストンバリアントであることが考
えられている（Wiedemann SM., et al., 2010）。H3.Y の発現レベルは、⼤変低いことか
ら、H3.Y は組織分化やがん化において、特定の遺伝⼦座におけるクロマチン構造に影
響を与えている可能性が考えられる。 
 これまでの解析から、U2OS 細胞において、H3.Y はユークロマチン領域に存在し、
また H3.Y のノックダウンにより多くの遺伝⼦の発現レベルが下がることが報告されて
いる。これらの事実は、H3.Y が、転写の活性化に関与していることを⽰唆している
（Wiedemann SM., et al., 2010）。しかし、H3.Y がクロマチン構造に与える影響及び、
転写の活性化に関与する機構については明らかになっていなかった。九州⼤学⽣体防御
医学研究所⼤川恭⾏研究室との共同研究により、異所的に発現させた GFP 融合 H3.Y
は活発に転写が起こっている遺伝⼦の転写開始点周辺に局在することを明らかにして
いる（Kujirai T., et al., 2016）。さらに、東京⼯業⼤学科学技術創成研究院細胞制御⼯学
研究センター⽊村宏研究室との共同研究により、H3.Y の細胞内におけるクロマチン結
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合の安定性について fluorescence recovery after photobleaching（FRAP）法により解析
を⾏い、結果として H3.Y が H3.3 と同程度に安定的にクロマチンに留まることを明ら
かにしている（Kujirai., et al., 2016）。これらの結果は、H3.Y が遺伝⼦領域に安定的に
局在し、クロマチン構造を変化させることで転写の活性化に関与する可能性を⽰唆して
いる。 
 
4-2 H3.Y がクロマチン構造に与える影響についての考察 
 本研究では、H3.Y がクロマチン構造に与える影響を明らかにするため、構造⽣物学
的解析及び⽣化学的解析を⾏ってきた。本研究から、主に 3 つの知⾒が得られた。（1）
H3.Y を含むヌクレオソームの DNA 末端の運動性が⾼いため、H1 の結合効率が低く、
緩んだクロマチンを形成すること（図 8、図 9、図 10）、（2）H3.Y を含むヌクレオソー
ムは、H2A-H2B ⼆量体が放出しやすい⼀⽅で、H3.Y-H4 四量体は安定に DNA に結
合しクロマチンに安定に留まる性質を持つこと（図 13）、（3）DNA 末端の運動性が⾼
い性質及び、H1 の結合を抑制する性質は、H3.Y が⽣体内で主に形成する H3.Y 及び
H3.3 を含むヘテロヌクレオソームにおいても保存されていることが明らかになった
（図 19）。本研究から得られた知⾒及び、これまでの先⾏研究から考えられるモデルを
図 20 に⽰す。以降、本モデルにおける H3.Y を含むヌクレオソームの性質について議
論する。  
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図 20. H3.Y を含むヌクレオソームの機能モデル 
H3.Y（緑）は、ヘテロヌクレオソームの状態で転写開始点周辺に形成される。H3.Y を
含むヌクレオソームは、H1 の結合効率が低く、緩んだクロマチン構造を形成する。緩
んだクロマチン構造に、転写に必要な因⼦群が結合すると考えられる。H3.Y を含むヌ
クレオソームの⾼い安定性により、H3.Y は転写開始点近傍のクロマチンに安定に留ま
り、緩んだクロマチン構造を維持すると考えられる。この H3.Y 特異的な安定な性質に
より、発現量が低いにもかかわらず持続的にクロマチン上で機能し、転写活性化状態を
維持すると考えられる。（Kujirai T., et al., 2016, Fig. 9 より引⽤、改変） 
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4-2-1 H3.Y を含むヌクレオソームが緩んだクロマチンを形成する性
質についての考察 
 H3.Y は、H3.Y/H3.3 ヘテロヌクレオソームにて転写開始点近傍に形成され、DNA 末
端の運動性により、H1 の結合を抑制し、緩んだクロマチンを形成すると考えられる（図
20）。DNA 末端の運動性については、これまでにヌクレオソーム breathing モデルが提
唱され、DNA 末端の運動性が様々な因⼦の DNA への結合に重要であると考えられて
いる（Zlatanova J., et al., 2009）。また、ヌクレオソーム breathing によってリンカーヒ
ストン H1 の結合が制御され、様々な因⼦の DNA の結合が制御されていると考えられ
ている(Bernier., et al., 2015)。さらに、ゲノムワイドな局在解析により、活発に転写さ
れている遺伝⼦の転写開始点近傍では、マイクロコッカルヌクレアーゼ感受性の⾼いヌ
クレオソームが局在し（Mieczkowski J., et al., 2016）、H1 の存在量が少ない傾向がある
ことが報告されている（Izzo A., et al., 2013）。これらの知⾒から、H3.Y を含む転写開
始点近傍では、H3.Y を含むヌクレオソームにおける DNA の末端の⾼い運動性によっ
て、H1 のクロマチンへの結合が抑制され、緩んだクロマチンを形成することで転写因
⼦や RNA ポリメラーゼ II などの様々な転写に関する因⼦群を呼び込むことで転写を
促進する可能性が考えられる（図 20）。実際に、緩んだ形態のクロマチンを形成するヒ
ストンバリアントとである H2A.B については、H2A.B を含むポリヌクレオソームでは
主要型 H2A を含むポリヌクレオソームよりも転写の効率が⾼いことが明らかにされて
いる（Zhou J., et al., 2007）。H3.Y は⽣体内では H3.Y 及び H3.3 を含むヘテロヌクレオ
ソームとなることから、⽚側の DNA 末端の運動性が⾼い性質を持つヌクレオソームを
形成すると考えられる。この性質が転写の⽅向などに関与している可能性も考えられ、
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今後の研究が期待される。 
 H1 の結合アッセイから、H3.Y の 42 番⽬のアミノ酸がヌクレオソームの DNA 末端
の運動性に重要であることが⽰唆された（図 12）。H3.Y 特異的な 42 番⽬のリジンは、
霊⻑類の中でも、ヒトやチンパンジーにおいては保存されているが、アカゲザルでは保
存されていない（Wiedemann SM., et al., 2010）。そのため、H3.Y による DNA 末端の
運動性は、ヒト及び類⼈猿におけるクロマチン制御、特に、遺伝⼦発現制御に影響して
いる可能性が考えられる。 
 
4-2-2 H3.Y を含むヌクレオソームの安定性についての考察 
 H3.Y は安定にクロマチンに安定に留まる性質を持つため、転写開始点近傍において
H3.Y を含むヌクレオソームが形成されると、安定に維持されると考えられる（図 20）。
転写が活発に⾏われている遺伝⼦の転写開始点近傍では、ヌクレオソームの構造変化が
⽣じていることが明らかにされており（Rhee HS., et al., 2014）、ヌクレオソーム構造の
構造変化によって DNA が⼀時的に露出し、様々な DNA 結合因⼦が DNA に結合する
ことが DNA の機能発現に重要であることが考えられる。H3.Y を含むヌクレオソーム
の H2A-H2B ⼆量体を放出しやすい性質は、H3.Y を含むヌクレオソームがヘキサソー
ムまたはテトラソームを形成しやすいことを⽰唆している。RNA ポリメラーゼ II がヌ
クレオソームを通り抜ける際には、ヌクレオソームがヘキサソーム構造となることが知
られている（Kireeva ML., et al., 2002, Venkatesh S. and Workman JL., 2015）。実際に、
活発に転写が起こっている転写開始点近傍では、H2A-H2B ⼆量体がヌクレオソームか
ら解離したヘキサソームなどのサブヌクレオソーム構造が形成されており（Rhee HS., 
 83 
et al., 2014）、また、活発に転写されている遺伝⼦領域では、H2A-H2B ⼆量体が H3-
H4 四量体の半分程度の量になっていることが明らかにされている（Cole HA., et al., 
2014）。これらの知⾒から、H3.Y を含むヌクレオソームが H2A-H2B ⼆量体を放出し
やすい性質は、DNA へ様々な因⼦の結合を可能にし、RNA ポリメラーゼの通過の効
率を⾼める可能性が考えられる。H3.Y を含むヌクレオソームの⽴体構造において、
H2A-H2B ⼆量体と H3.Y 特異的なアミノ酸の直接的な相互作⽤は無いことから、H3.Y
を含むヌクレオソームが H2A-H2B ⼆量体を放出しやすい性質の原因として、H3.Y 特
異的アミノ酸によるアロステリックな効果や、今回結晶構造では観測できなかったヒス
トンテールによる影響が考えられる。 
 H3.Y-H4 テトラマーが DNA に安定に結合する性質は H3.Y が転写開始点に安定に
留まるために寄与すると考えられる。実際に、細胞内において H3.Y が安定的にクロマ
チンに留まることが明らかになっている（Kujirai., et al., 2016）。このような性質から
H3.Y は⽣体内での存在量が少ないが、安定的に留まることで特定の遺伝⼦領域の転写
開始点の緩んだクロマチン状態を維持する機能を持つと考えられる。また、転写開始点
において、ヌクレオソームが存在する場合は、ヌクレオソームが存在しない場合よりも
転写が活性化されることが報告されている（Nagai S., et al., 2017）。そのメカニズムと
して、転写活性化タンパク質群が、ヒストン H3 に結合して集積することが考えられて
いる。そのため、H3.Y が転写開始点周辺に安定に留まることで、活発な転写状態を維
持する機能が考えられる。 
 網羅的な変異体解析の結果、H3.Y-H4 テトラソームの安定性の原因アミノ酸は、124
番⽬のメチオニンであることが明らかになった（図 14、図 15, 図 16、図 17）。このメ
チオニンは、ヒト、チンパンジー、アカゲザルにおいて保存されていることから
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（Wiedemann SM.,, et al., 2010）、旧世界ザルまで保存されている可能性が考えられる。
クロマチンに安定に留まるという性質が、霊⻑類において H3.Y の機能として重要なの
かもしれない。今後、さらなるゲノム解析により、メチオニンの保存性についての解析
が期待される。 
 
4-3 H3.Y とヒストンシャペロンの関係 
 最近 Hake らのグループから、H3.Y の相互作⽤因⼦についての論⽂が発表され、H3.Y
のクロマチン取り込み機構についての知⾒が得られた（Zink LM., et al., 2017）。H3.Y
はヒストンシャペロン DAXX への結合能を⽋いており、HIRA によってクロマチンに
取り込まれるということが⽰唆された（Zink LM., et al., 2017）。HIRA は、遺伝⼦領域
や、DNA 修復部位周辺に H3.3 を取り込ませるヒストンシャペロンである（Goldberg 
AD., et al., 2010, Ray-Gallet D., et al., 2011）。本知⾒は、H3.Y が遺伝⼦領域や転写開
始点近傍に取り込まれるという局在解析と⽭盾せず、HIRA と結合することで転写開始
点近傍に取り込まれることが強く⽰唆される（Kujirai T., et al., 2016）。しかし、HIRA
による H3.Y-H4 ⼆量体もしくは H3.3-H4 ⼆量体の認識機構、さらにクロマチンへ取
り込ませる機構については知⾒が少ない。また、HIRA による H3.Y-H4 ⼆量体と H3.3-
H4 ⼆量体の認識における区別の有無ついても興味深い。この点に関して、今後のさら
なる解析が期待される。 
 H3.Y は、H3.3 と⽐較して、転写において機能するヒストンシャペロンである FACT
とより多く結合していることが報告されている（Zink LM., et al., 2017）。FACT は、
RNA ポリメラーゼが転写する際に、ヌクレオソームをヘキサソーム構造へ変換し、RNA
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ポリメラーゼを効率良くヌクレオソームを通過させると考えられている因⼦である
（Belotserkovskaya R., et al., 2003, Venkatesh S. and Workman JL. 2015）FACT は、
H2A-H2B ⼆量体をヌクレオソームから解離させヘキサソーム構造に変換した後、ヘキ
サソーム構造中の H3-H4 四量体に結合すると考えられている（Tsunaka Y., et al., 
2016）。FACT と H3-H4 四量体の結晶構造から、FACT が H3 の 115 番⽬のリジンと
相互作⽤していることが明らかにされている（Tsunaka Y., et al., 2016）。H3.Y におい
て 115 番⽬のアミノ酸はアルギニンであるため、H3.Y-H4 四量体と FACT の相互作⽤
は H3.3-H4 四量体とは異なり、H3.Y-H4 四量体に FACT が安定に結合できるのかも
しれない。また、H3.Y を含むヌクレオソームは、H2A-H2B ⼆量体を解離しやすいと
いう性質から、FACT の結合効率が⾼いヌクレオソームであるのかもしれない。もしそ
うであれば、このような FACT が H3.Y を含むヌクレオソームに結合しやすく、構造変
換を⾏い易いという性質も、H3.Y による転写の活性化のメカニズムであると考えられ
る。 
 
4-4 今後の展望 
 H3.Y は、2010 年に報告されたヒストンバリアントであり、未だ様々な疑問が残って
いる。H3.Y は、H3.1 及び H3.3 とはそれぞれ、30 及び 26 アミノ酸異なっており、特
に、ヒストン翻訳後修飾受ける部位、またはその周辺が異なっている。例を挙げると、
9 番⽬や 27 番⽬のリジンは、メチル化やアセチル化修飾を受けることが知られている
が、これらのアミノ酸周辺の配列が異なっていることから、修飾酵素の基質認識に変化
が起こる可能性が考えられる。また、主要型 H3 の 115、122 番⽬はリジンであり、プ
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ロモーターやエンハンサー領域ではアセチル化を受けることが知られているが
（Tropberger P., et al., 2013）、H3.Y においてはアルギニンとなっており、アセチル化
を受けない。さらに、H3.3 を認識するタンパク質群の基質認識にも変化が⽣じる可能
性が考えられる。転写伸⻑に関与する因⼦である ZMYND11 は、H3.3 の 36 番⽬のト
リメチル化リジンと H3.3 特異的 31 番⽬のセリンを認識して結合する（Wen H., et al., 
2014）。H3.Y では 31 番⽬は、プロリンであり、ZMYND11 の基質認識に変化が⽣じる
可能性が考えられる。これらの知⾒から、H3.Y では様々な部位において主要型 H3.1
や、H3.3 とは異なる翻訳後修飾が⼊る可能性や、認識タンパク質が異なる可能性が考
えられ、このような相互作⽤の差異により H3.Y の特異的な機能が実現している可能性
が考えられる。 
 Hake らの解析により、H3.Y が HIRA 依存的にクロマチンに取り込まれ、H3.3 との
組み合わせにおいて、ヘテロヌクレオソームを形成している可能性が⽰唆された（Zink 
LM., et al., 2017, Wiedemann SM., et al., 2010）。本研究により、試験管内において H3.Y
が H3.3 との組み合わせおいてヘテロヌクレオソームを形成することが明らかになった
が、ヌクレオソーム中において、HIRA によりどのように⼀分⼦の H3-H4 ⼆量体が抜
き取られ、H3.Y-H4 ⼆量体が挿⼊されるのか、その詳細なメカニズムは分かっていな
い。ヌクレオソーム中におけるヒストン交換反応の詳細な機構の解明が期待される。 
 H3.Y についてのゲノムワイドな局在解析により、H3.Y は活発に転写が起きている
転写開始点周辺に局在していることが明らかになった（Kujirai T., et al., 2016）。活発に
転写が起きている転写開始点周辺には、H2A バリアントである H2A.Z が局在している
ことが知られており、これまでに、H2A.Z は H3.3 との組み合わせにおいて⼆種類のヒ
ストンバリアントを含むヌクレオソームが形成されることが報告されている（Jin C., et 
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al., 2009）。H3.Y が転写開始点周辺に局在することから、転写開始点周辺において
H2A.Z と共局在してしている可能性が考えられるが、H2A.Z との組み合わせにおいて、
ヌクレオソームを形成するのかについては定かではない。また、このような特殊なヌク
レオソームが形成された際には、⼆種類のバリアントを特異的に認識するタンパク質が
存在するのかについても興味深い。試験管内における再構成実験や、質量分析を⽤いた
相互作⽤因⼦の探索実験を⾏うことで明らかにできると考えられる。 
 H3.3 の局在を制御する因⼦として、DEK が報告されている（Ivanauskiene K., et al., 
2014）。DEK は、転写、DNA 複製、DNA 修復、スプライシングに関与していることが
考えられている因⼦である（Privette Vinnedge LM., et al., 2013）。ゲノムワイドな局在
解析から、DEK は活発に転写が起こっている転写開始点周辺に局在することが報告さ
れていることから（Sandén C., et al., 2014）、H3.Y と同様の局在パターンを⽰す可能性
が考えられ、相互作⽤する可能性が考えられる。また⼀⽅で、DEK は HIRA 依存的な
H3.3 のクロマチンへの取り込みを阻害しているという報告もあり（Ivanauskiene K., et 
al., 2014）、HIRA 依存的にクロマチンに取り込まれる H3.Y は、DEK によってクロマ
チンへの取り込みが阻害される可能性も考えられる。実際に H3.Y が DEK と相互作⽤
するのか、局在制御されているのかについては今後の解析が期待される。 
 H3.Y は霊⻑類に特異的なヒストンバリアントであり、組織特異的な発現パターンを
⽰すことが考えられているが、どのような場⾯にて H3.Y による特殊なクロマチン制御
が必要になるのか、その意義についての知⾒はほとんど無い。これまでの先⾏研究から、
胎児の海⾺の神経細胞において発現していることが免疫染⾊により明らかにされてい
る（Wiedemann SM., et al., 2010）。霊⻑類特異的な遺伝⼦群は、脳及び⽣殖器におい
て発現する傾向が知られており（Tay SK., et al., 2009）、H3.Y は脳及び⽣殖器において
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の機能している可能性が考えられる。これらの可能性を検証するために、様々な組織に
おける免疫染⾊による H3.Y の発現パターンの解析が期待される。また、H3.Y を発現
する組織において内在性の H3.Y を抗原とする抗体を⽤いて、H3.Y のゲノム上での局
在解析を⾏うことで、H3.Y による遺伝⼦発現制御が必要な遺伝⼦群が明らかになり、
霊⻑類において H3.Y が出現した意義についての知⾒が得られると考えられる。 
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